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1 Einleitung 
 
Der Organismus ist ständig einer großen Anzahl exogener Substanzen ausgesetzt. Dabei 
handelt es sich um Fremdstoffe aus Nahrung und Umwelt, sowie um Arzneistoffe. Die 
Bioverfügbarkeit, aber auch die Toxizität dieser Substanzen ist abhängig vom Ausmaß ihrer 
Absorption, Verteilung, Metabolisierung und Elimination. Diese Substanzen müssen dabei 
nach Eintritt in den Körper eine Vielzahl von Barrieren, die mit Transportsystemen 
ausgestattet sind, überwinden, unterliegen dann der Verstoffwechselung durch die 
metabolisierenden Enzyme der Phase I und Phase II, bevor sie dann durch Transportproteine 
in die Exkretionsorgane eliminiert werden. Von diesen Stoffwechsel- und Transportprozessen 
sind auch endogene Substanzen betroffen. Interindividuell verschiedene Bioverfügbarkeiten 
von Arzneistoffen, die zu unterschiedlichem Erfolg oder auch zu Nebenwirkungen einer 
Arzneimitteltherapie führen, konnten teilweise durch genetische Varianten der am 
Metabolismus beteiligten Enzyme erklärt werden [1]. Neben diesen Enzymsystemen weisen 
aber auch die Transportsysteme eine hohe interindividuelle Variabilität in ihren Expressionen 
auf [2], was zu unterschiedlichen Transportaktivitäten führen und somit zusätzlich zur 
Klärung des Phänomens unterschiedlicher Bioverfügbarkeiten, aber auch Toxizitäten von 
Xenobiotika beitragen könnte. Eine besondere Bedeutung kommt dabei den ABC (ATP-
binding cassette)-Auswärtstransportern ABCB1, auch bekannt als MDR1 (Multidrug 
resistance protein 1) oder P-Glycoprotein (P-gP), und ABCC2 (MRP2, Multidrug resistance-
associated protein 2) zu, da sie in vielen Organen exprimiert werden und dort auf Grund ihres 
breiten Substratspektrums zur Elimination einer großen Anzahl von Substraten beitragen.  
Es wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Studien durchgeführt, die untersuchten, ob 
genetische Varianten, insbesondere des ABCB1-Transporters, die Expression, die 
Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen, das unterschiedliche Ansprechen auf eine 
Arzneimitteltherapie, aber auch das Risiko für die Entstehung von Krankheiten beeinflussen. 
Durch Hoffmeyer et al. wurde erstmals ein funktioneller Einfluss des ABCB1 3435C>T 
Polymorphismus auf die duodenale ABCB1-Protein-Expression, sowie die Bioverfügbarkeit 
von Digoxin gezeigt, wobei das 3435T-Allel mit einer schwächeren Transportaktivität in 
Verbindung gebracht wurde [3]. Dieser Polymorphismus zeigte in einer weiteren Studie eine 
ausgesprochen starke Assoziation zur Entstehung eines Nierenzellkarzinoms, was die 
protektive Funktion dieses Transporters gegenüber karzinogenen Fremdstoffen untermauern 
würde [4]. Auf Grund dieses Befundes sollte in dieser Arbeit untersucht werden, wie die 
Transportproteine ABCB1 und ABCC2 im Gewebe von Nierenzellkarzinomen im Vergleich 
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zu dem entsprechenden, gesunden Gewebe exprimiert werden. welchen Einfluss dabei 
genetische Polymorphismen haben und ob diese dadurch das Risiko für die Entstehung des 
Nierenzellkarzinoms modulieren. 
 
1.1 Stoffwechselweg von Xenobiotika  
 
Neben der Diffusion, die man früher als den maßgeblichen Weg durch Biomembranen 
angesehen hat und die u.a. von der Lipophilie der Substanz abhängig ist, weiß man heute, 
dass dieser Membranübertritt für die meisten Stoffe durch aktive Transportprozesse 
bewerkstelligt wird. In den Darm gelangte Stoffe werden dabei zunächst von 
Aufnahmetransportern, z.B. durch die SLCOs (Solute carrier organic anion tranporter, auch 
OATPs, organic anion transporting polypeptide), durch die SLC22As (Solute carrier der 
Familie 22A, auch OATs, organic anion transporter, OCTs, organic cation transporter) oder 
durch SLC10A2 (ASBT, Apical sodium-dependent bile salt transporter) in die Enterozyten 
aufgenommen (Phase 0). Hier kann bereits eine prähepatische Metabolisierung durch die 
Enzyme der Phase I und II, z.B. CYP450 (Cytochrom P 450)-Enzyme, UGTs 
(Uridindiphoshat-Glucuronosyltransferasen), GSTs (Glutathion-S-Transferasen) stattfinden. 
Die Muttersubstanz bzw. ihre Metaboliten werden dann durch basolateral exprimierte 
Auswärtstransporter, z.B. ABCC1 und ABCC3 (MRP1 und 3) in das Pfortaderblut befördert 
(Phase III). Apikal luminal befindliche Auswärtstransporter pumpen allerdings einen Teil der 
in die Zelle gelangten Substanzen sofort wieder in das Lumen des Darms zurück und können 
somit die intestinale Absorption limitieren (Phase IIIb). Hier sind vor allem die apikal 
auswärts gerichteten ABC-Transporter ABCB1 und ABCC2 zu nennen (Abb. 1 A). Aus dem 
Pfortaderblut werden diese Substanzen dann durch wiederum basolateral exprimierte 
Aufnahmetransporter, z.B. Vertreter der Familie SLCO und 22A, in die Hepatozyten 
geschleust, die den Hauptmetabolisierungsort des Körpers darstellen. In der Leber werden die 
Fremdstoffe von Enzymsystemen der Phase I und Phase II metabolisiert, um dann durch 
apikal, kanikulär exprimierte Auswärtstransporter z.B. ABCB1, ABCC2, ABCB11 (BSEP, 
Bile salt export pump) in die Gallengänge eliminiert zu werden (Phase III). Hepatozellulär 
basolateral exprimierte Transporter, z.B. ABCC3, können aber bestimmte Substrate wieder 
zurück ins Blut befördern, die dann später renal eliminiert werden (Abb.1 B). In der Niere 
können diese Substanzen, sowie deren Metabolite, aus dem Blutstrom durch 
Aufnahmetransporter (z.B. SLC22As) in die Epithelzellen des proximalen Tubulus 
aufgenommen und durch Auswärtstransporter (z.B. ABCB1 und ABCC2) in das 
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Tubuluslumen exkretiert werden. Denkbar ist aber auch, dass die Wiederaufnahme von auf 
luminaler Seite heranströmender, bereits glomerulär filtrierter Substanzen in die tubulären 
Epithelzellen durch Aufnahmetransporter der SLCO-Subfamilie durch diese 
Auswärtstransporter limitiert wird (Abb. 1 C). Ähnliche Prozesse finden auch in der Placenta 
und an der Blut-Hirn- Schranke statt, wo ebenfalls derartige Transportproteine lokalisiert sind.  
Das Phänomen interindividuell häufig stark variierender Bioverfügbarkeiten und damit im 
Falle eines Arzneistoffes das unterschiedliche Ansprechen auf eine Therapie, 
beziehungsweise das unterschiedliche Auftreten unerwünschter oder toxischer  Wirkungen, ist 
bis heute immer noch nicht vollständig geklärt. Neben Ursachen wie bestehender 
Grunderkrankungen, Alter, Gewicht, Geschlecht oder Komedikation, werden auch genetische 
Unterschiede diskutiert. Die beschriebenen, am Stoffwechsel einer Substanz beteiligten 
Proteine weisen genetische Polymorphismen auf, die zu unterschiedlichen Enzym- bzw. 
Transportaktivitäten führen und somit zur Klärung dieses Phänomens beitragen können. 
Diskutiert wird auch, in wie weit solche genetischen Varianten auf Grund einer veränderten 
Metabolisierungs- und Eliminationsleistung die Suszeptibilität für eine Erkrankung oder auch 
die Kanzerogenität einer Substanz und damit das Risiko für das Auftreten eines Tumors 
beeinflussen können [5-9]. 
Entscheidend für den Umgang mit einem Arzneistoff ist also neben der Pharmakodynamik 
auch die Kenntnis dessen Stoffwechselweges und der Faktoren, die diesen beeinflussen, um 
eine möglichst optimale Wirkung bei möglichst geringen Nebenwirkungen zu erreichen [10, 
11].  
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Abb. 1: Ausgewählte Transportproteine, die am Stoffwechselweg von Substanzen beteiligt und A in den 
Enterozyten, B in den Hepatozyten und C in den proximalen Tubuluszellen lokalisiert sind. ABCB1: ATP-
binding cassette protein B1, auch Multidrug resistance protein 1 (MDR1), P-Glycoprotein (P-gP); ABCC1, 2, 3: 
ATP-binding cassette protein C1, 2, 3, auch Multidrug resistance-associated protein (MRP)1, 2, 3; SLCOs: 
Solute carrier organic anion transporter Familie, zu denen die OATPs (organic anion transporting polypeptide) 
gehören SLC22As: Solute carrier Familie 22A, zu denen die OCTs (organic cation transporter) und OATs 
(organic anion transporter) gehören; ABCB11: BSEP (Bile salt export pump), SLC10A2: ASBT (Apical 
sodium-dependent bile salt transporter) CYP450: Cytochrom P 450 Enzyme, UGTs: Uridindiphoshat-
Glucuronosyltransferasen, GSTs: Glutathion-S-Transferasen  
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1.2 Intrazelluläre Regulation der am Metabolismus und Transport beteiligten Gene 
 
Um möglichst optimal auf die Aufnahme eines Fremdstoffes reagieren zu können, ist ein 
koordiniertes Zusammenspiel der an den komplexen Metabolisierungs- und 
Transportschritten beteiligten Proteine notwendig [8, 12, 13]. 
Die koordinierte Regulation der für diese Proteine kodierenden Gene auf intrazellulärer Ebene 
wird durch das Zusammenspiel von cytosolischen Transportern, von nukleären Rezeptoren 
und von nukleären Importproteinen gesteuert. Besonders deutlich wird dieses 
Zusammenspiel, wenn die zu eliminierende Substanz sowohl Substrat der metabolisierenden 
und transportierenden Proteine, als auch Ligand der diese aktivierenden Faktoren ist.  
Nach Aufnahme der Substanz in die Zelle, meist über einen Aufnahmetransporter, gelangt 
diese zu ihrem im Zytoplasma befindlichen nukleären Rezeptor. Im Falle einer sehr lipophilen 
Substanz wird dies durch einen cytosolischen Transporter bewerkstelligt, z.B. werden 
Fettsäuren durch das Fatty acid binding protein, FABP, Gallensäuren durch das Ileal bile acid 
binding protein, I-BABP, cytosolisch transportiert. Die Substanz bindet dann als Ligand an 
seinen nukleären Rezeptor, der sich mit RXRα (Retinoid X receptor α) als Heterodimer zu 
einem Rezeptor-Liganden-Komplex zusammenlagert. Dieser Komplex wird schließlich mit 
Hilfe weitere Transportproteine, sogenannter Karyopherine, durch die Kernmembran in den 
Zellkern überführt. Dort binden diese Rezeptor-Heterodimere zusammen mit weiteren 
Transkriptionsfaktoren in Form eines Multiprotein-Komplexes an die entsprechenden Gene, 
die für die Metabolisierung und Elimination dieser Substanz benötigt werden, und aktivieren 
deren Transkription. Somit stellen die nukleären Rezeptoren wichtige Regulatoren nicht nur 
für den körpereigenen Stoffwechsel, sondern auch für die Entgiftung von Xenobiotika dar. 
Tabelle 1 zeigt die nukleären Rezeptoren, ihre Liganden, sowie die Transportproteine, die 
durch die Bindung des RXRα-Heterodimers induziert werden.  
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Tab. 1: Nukleäre Rezeptoren, Liganden und Transportproteine, die durch diese induziert werden 
Nukleärer 
Rezeptor 
Ligand Transportprotein Effekt 
PXR / SXR  
(Pregnan X 
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Da die Promoterregionen dieser Zielgene häufig ähnliche Binde-Sequenzen für diese 
nukleären Rezeptoren aufweisen, kann dadurch eine Koregulation dieser Gene im Sinne einer 
optimierten Elimination des Substrates erklärt werden [11, 13-15] (Abb. 2). So kann diese 
Substanz seine eigene Elimination beschleunigen, aber auch Interaktionen lassen sich durch 
diesen Mechanismus erklären. Substanzen, die als Liganden über diese nukleären Rezeptoren 
Gene des Metabolismus und der Elimination aktivieren, können die Ausscheidung anderer 
Substanzen, die Substrate dieser dann aktivierten Gene sind, beschleunigen und damit deren 
Bioverfügbarkeit beeinflussen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Paclitaxel seine 
6 
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eigene Elimination über die PXR-vermittelte Induktion von CYP3A4 und ABCB1 induziert 
[16, 17], während der im Johanniskraut enthaltene Inhaltstoff Hyperforin als Ligand des 
nukleären Rezeptors PXR die Bioverfügbarkeit von Ciclosporin, einem ABCB1- und 
CYP3A4-Substrat, klinisch relevant verringerte [18-20]. Ähnliche Beobachtungen wurden für 









































Abb. 2: Intrazelluläre Steuerung der Koexpression wichtiger, an der Metabolisierung und an der Elimination von 
Substanzen beteiligter Gene. Modifiziert nach [11]. 
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1.3 Die ABC-Transportproteine ABCB1 und ABCC2 
 
Die transmembranären ABC- (ATP-binding Cassette) Transporter gehören zu einer der 
größten Protein-Familien, der ABC-Familie, die in sieben Subfamilien unterteilt werden kann. 
Unter der Internetadresse http://www.med.rug.nl/mdl/humanabc.htm. ist eine ständig 
aktualisierte Liste der humanen ABC-Proteine aufgeführt. Derzeit sind 49 Vertreter bekannt. 
Zu ihnen gehören MDR1 (P-gP) und MRP2, nach der neuen Human Gene Nomenclature 
(HUGO) ABCB1 und ABCC2. Im Folgenden sollen der Vereinheitlichung wegen die Gene 
als ABCB1 bzw. ABCC2, die Proteine als ABCB1-Protein und ABCC2-Protein bezeichnet 
werden.  
Beide Transporter weisen zwei transmembranäre Domänen (TMD1 und TMD2), bestehend 
aus jeweils sechs Helices, und zwei cytosolische, ATP-bindende Domänen (NBD1 und 
NBD2) auf. Das ABCC2-Protein besitzt gegenüber dem ABCB1-Protein zusätzlich am  
N-terminalen Ende eine weitere transmembranäre, aus fünf Helices bestehende Domäne 
(TMD0) [24] (Abb. 5 A und B). Man geht davon aus, dass TMD1 und TMD2 winkelförmig 
zu einander angeordnete, konkave Schenkel darstellen und bei ATP-Hydrolyse eine 
Komformationsänderung erfahren, so dass ein aus der cytosolischen Lipidschicht der 
Zellmembran aufgenommenes Substrat in die äußere Lipidschicht gepumpt und somit wie 
durch eine aktivierte Pore aus der Zelle befördert wird [25, 26]. 
ABCB1 und ABCC2 sind glykosilierte Proteine, die in apikal, luminalen Zellmembranen 
verschiedener Gewebe wie der Leber, des Darmes, der Niere, der Blut-Hirn-Schranke und der 
Plazenta lokalisiert sind [8, 27-32]. Sie transportieren dort aktiv unter ATP-Verbrauch 
endogene wie exogene Substrate und deren Konjugate aus der Zelle in die Exkretionsorgane.  
 
1.3.1 Der ABC-Transporter ABCB1 
 
Das ABCB1-Gen ist auf Chromosom 7q21 lokalisiert und umfasst 28 Exons. Nach 
Translation weist das Protein eine Länge von 1280 Aminosäuren und ein Molekulargewicht 
von circa 170 kDa auf. Erstmals wurde es in Cholchicin-resistenten Hamster-Ovarialzellen 
nachgewiesen [33] und später auf Grund seiner Überexpression in weiteren Tumorzellen als 
Ursache für die Kreuzresistenz gegenüber mehreren Zytostatika identifiziert [34, 35]. Diese 
Beobachtung wurde als ‚Multidrug resistence (MDR)’ bezeichnet und verlieh dem 
Transportprotein seinen Namen. Da ABCB1 einerseits auch in vielen gesunden Geweben 
exprimiert wird und eine große Anzahl von vor allem amphiphilen, neutralen und 
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kationischen Substanzen transportiert, andererseits aber Untersuchungen an mdr1-knock-out 
Mäusen gezeigt haben, dass diese unter physiologischen Bedingungen keinerlei 
Besonderheiten gegenüber Wildtyp-Mäusen aufweisen [36], scheint die Aufgabe dieses 
Transporters weniger im Transport endogener Stoffwechselprodukte, sondern hauptsächlich 
in der körpereigenen Fremdstoff-Abwehr  zu liegen [9, 37] (Tab. 2).  
 
Tab. 2: Der ABC-Transporter ABCB1, seine Lokalisation, einige Substrate, sowie Inhibitoren und Induktoren. 
 ABCB1 
 Lokalisation:  Leber, Darm, Niere, Blut-Hirnschranke, Placenta; apikal luminal 
Substrate Digoxin, Ciclosporin, Tacrolimus,  
Paclitaxel, Vincristine, Vinblastin, Doxorubicin, Daunorubicin, 
Etoposid,  
Dexamethason, Erythromycin, HIV-Protease Inhibitoren  




Rifampicin, Hyperforin, RU486, Dexamethason, Clotrimazol (PXR) 
Phenobarbital (CAR, PXR) 
 
zusammengestellt nach [9, 13, 32, 38-42] 
 
An der konstitutiven Transkription des ABCB1-Gens, das einen TATA-Box-losen Promoter 
besitzt und dessen Transkription statt dessen durch ein Initiator-Element (Inr) gestartet wird, 
sind u.a. das Y-Box (CCAAT-box)-bindende Protein NF-Y (Nuclear factor-Y), sowie die GC-
Box bindenden Proteine SP1, 2 und 3 (specifity protein 1, 2, 3) beteiligt. Unter Einwirkung 
von UV-Strahlung oder Chemotherapeutika können diese durch Anlagerung weiterer 
Transkriptionsfaktoren in dieser Region einen Multi-Protein-Komplex ausbilden, das so 
genannte ‚MDR1-enhancesome’, wodurch eine Induktion der Transkription angestoßen wird. 
Die Bindung der für die konstitutive Expression notwendigen Faktoren SP1 und SP3 kann 
durch den Tumor-Suppressor p53, der an einer überlappenden ‚HT-site’ (head-to-tail site) 
bindet, gestört werden, wodurch es zu einer Herabregulierung der ABCB1-Genaktivität 
kommt. Allerdings induzieren p53-Mutanten, die vermutlich in Tumorzellen überexprimiert 
werden, über diese Erkennungssequenz die ABCB1-Expression, wodurch es in solchen 
Zelllinien zu Chemotherapieresistenz kommen kann. Unter hypoxischen Bedingugen wird 
HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1) vom Zytoplasma in den Zellkern transportiert und 
aktiviert die ABCB1-Expression. Bei inflammatorischen Prozessen induziert C/EBPβ 
(CAAT-enhancer-binding protein) nach Aktivierung durch Interleukin 6 ebenfalls die 
ABCB1-Expression. Auch YB-1 (Y-Box binding protein-1) scheint nach Aktivierung durch 
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Interleukin 2 und einer Translokation in den Zellkern eine Induktion der ABCB1-Expression 
zu bewirken [43]. 
Ein möglicher, entgegengesetzt regulatorischer Einfluss von Glucocortikoiden, oder auch 
‚cross-talk’, über den Glukokortikoid-Rezeptor (GR), der eine überlappende Bindesequenz 
mit C/EBPβ aufweist (GRE, Glucocorticoid response element) wird derzeit diskutiert. Unter 
Einfluss von bestimmten Karzinogenen wird über die Bindung von NF-κB (Nuclear factor 
κB)  die ABCB1-Expression hochreguliert. Auch ein Hitze-Schock führt über die Bindung 
des HSF-1 (Heat shock factor 1) an sein cis-Element HSE (Heat-shock element) zu einer 
gesteigerten Transkription von ABCB1. Die unter Stress Stimuli hervorgerufene Bindung von 
AP-1 (Activator protein 1), ein Komplex, der sich aus Faktoren der c-Fos- und c-Jun-Familie 
zusammensetzt und wahrscheinlich durch JNK (c-Jun NH2-terminal protein kinase) aktiviert 
wird, führt ebenfalls zu einer Steigerung der Transkription [44, 45].  
Die Hochregulation der ABCB1-Expression nach Einwirkung von einer Vielzahl von 
toxischen Stimuli, wie beispielsweise Chemotherapeutika, Ultravioletter Strahlung und Hitze 
Schock, unterstreicht die Bedeutung dieses Transporters bei der Fremdstoffabwehr und der 
Reaktion auf genotoxische Reize, macht aber auch seine Rolle bei der sich häufig rasch 
entwickelnden Chemotherapieresistenz vieler Krebszellen deutlich.  
Abbildung 3 zeigt die bisher auf dem humanen ABCB1 Promoter identifizierten 
Transkriptionsfaktoren, sowie die positiv bzw. negativ regulatorischen Einflüsse 





























































Abb. 3: Promoterregion des humanen ABCB1-Gens mit Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, zusammen-
gestellt aus [43-45]. Liganden, sowie weitere Stimuli sind mit ihrem jeweiligen positiv- (+) bzw. negativ- (-) 
regulatorischen Einflüssen auf die Transkription gekennzeichnet.  
10 
1 Einleitung   
1.3.2 Der ABC-Transporter ABCC2 
 
Das ABCC2-Gen ist auf Chromosom 10q24 lokalisiert und umfasst 32 Exons. Das Protein 
weist ein Molekulargewicht von circa 190 kDa und eine Länge von 1545 Aminosäuren auf. 
Die physiologische Aufgabe von ABCC2 in gesunden Geweben besteht vor allem im 
Transport von organischen, anionischen Gluthation-, Sulfat- und Glucuronidkonjugaten 
endogener Herkunft, beispielsweise Bilirubin-mono und diglucuronid [46, 47], 
Hormonglucuronide, Leukotriencysteinyle [48, 49] und Gallensalzglucuronide- und sulfate 
[42, 50-52]. Aber auch ein breites Spektrum exogener, konjugierter sowie unkonjugierter 
Substanzen wird durch ABCC2 transportiert [42, 53] (Tab. 3). Beispielsweise wird 2-Amino-
1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP), ein bei der Zubereitung von Nahrung durch 
Erhitzen entstehendes Toxin, und dessen Phase-II-Metaboliten biliär, ABCC2-vermittelt 
eliminiert, aber auch initial durch intestinal exprimiertes ABCC2 in den Darm zurückgepumpt 
und somit in seiner systemisch aufgenommene Menge beeinflusst [54, 55]. Pravastatin, ein 
HMG-CoA (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A)-Reduktase-Hemmer, wird zunächst 
durch SLCO1B1 (OATP1B1), einen an der basolateralen Seite des Hepatozyten exprimierten 
Aufnahmetransporter, aus dem Blut in den Haptozyten, der auch dessen Wirkort darstellt, 
aufgenommen und dann unmetabolisiert durch ABCC2 biliär exkretiert. Pharmakologisch 
interessant ist dabei, dass ABCC2 nicht nur für die effiziente Elimination von Pravastatin, 
sondern auf Grund des enterohepatischen Kreislaufes dieser Substanz auch eine wichtige 
Rolle bei der Aufrechterhaltung des therapeutischen Plasmaspiegels spielt [56-58]. Aber auch 
bestimmte Metalle, wie beispielsweise Arsen, werden nach Glutathionkopplung durch 
ABCC2 eleminiert [42, 59]. Durch den Auswärtstransport von reduziertem und oxidiertem 
Gluthation [60-62] und Gallensalzkonjugaten bzw. durch den Kotransport von Substanzen, 
die wahrscheinlich auf Grund ihres fehlenden anionischen Charakters eines Kotransportes mit 
Glutathion bedürfen (z.B. Vinca-Alkaloiden, Epipodophyllotoxinen, Anthracyclinen, PhIP 
[48, 54, 63, 64]), scheint ABCC2 neben der Elimination von Fremdstoffen bzw. 
Fremdstoffkonjugaten auch eine entscheidende Aufgabe bei der Bildung des Gallensaftes und 
durch die Bereitstellung von Glutathion bei der Antwort auf oxidativen Stress zu übernehmen 
[62, 65-69]. ABCC2, dessen Existenz 1996 zuerst in Abcc2 defizienten Ratten [70] und dann 
im Menschen [71] beschrieben wurde, weist eine hohe Substrat- und Strukturhomologie zu 
ABCB1(MRP1) auf, welches basolateral lokalisiert ist und als erster Vertreter der MRP-
Subfamilie (multidrug resistance-associated protein) identifiziert und für eine ABCB1-
unabhängige ‚multidrug resistance’ verantwortlich gemacht werden konnte [72, 73]. ABCC2 
wurde ebenfalls in vielen Karzinomzellen gefunden [74], außerdem ist es in Cisplatin-
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resistenten Tumorzelllinien überexprimiert [71, 75, 76]. Umgekehrt konnte in mit antisense 
ABCC2-cDNA transfizierten HepG2 Zellen einerseits ein erhöhter Gluthationspiegel, 
anderseits eine erhöhte Sensitivität gegenüber den Zytostatika Cisplatin, Vincristin, 
Doxorubicin und dem Camptothecin SN38 beobachtet werden [77]. Auch transfizierte 
HEK293 Zellen wiesen eine erhöhte Sensibilität für Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid und 
Epirubicin auf, während transfizierte MDCKII Zellen empfindlicher gegenüber Etoposid und 
Vincristin wurden [48]. Auch vermittelte die Expression von ABCC2 nach Transfektion von 
ABCC2-cDNA humanen Ovarialkarzinom-Zellen Resistenz gegenüber Methotrexat [78]. 
 
Tab. 3: Der ABC-Transporter ABCC2, seine Lokalisation, einige Substrate, sowie Inhibitoren und Induktoren. 
 ABCC2  
 Lokalisation:  Leber, Darm, Niere, Blut-Hirnschranke, Placenta; apikal luminal 
Substrate  
endogene: oxidiertes und reduziertes Glutathion, 
Bilirubin-mono-und diglucuronid,  
Leukotrien C4,  
17β- Estradiolglucuronid,  
Chenodeoxycholat-3-O-glucuronid  
exogene: Arsenglutathion,  
PhIP 
Irinotecan, SN-38  
Vinblastin, Vincristin, Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid, Epirubicin, 
Methotrexat 
Pravastatin,  
Ampicillin, Ceftriaxon  




Rifampicin, Dexamethason (PXR), Phenobarbital (CAR, PXR), 
Gallensäuren (FXR), Oltipraz (Nrf2) 
 
zusammengestellt nach [9, 13, 32, 38-42] 
 
Der ABCC2-Promoter weist zwar eine von Stöckel et al. beschriebene TATA-Box auf, es 
wird aber auf Grund der weiten Entfernung zum Transkriptionsstart (ca. 200 bp) diskutiert, ob 
diese tatsächlich eine funktionelle Relevanz besitzt und ob die Transkription von ABCC2 
möglicherweise eher durch ein Inr-Element, ähnlich dem des ABCB1-Gens, gestartet wird. 
Für die für die konstitutive Expression des ABCC2-Gens wichtigen Transkriptionsfaktoren 
wurden mehrere putative Konsensus-Binde-Sequenzen beschrieben, u.a. für HNF1 (Hepatic 
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nuclear factor 1), HNF3β (hepatic nuclear factor 3 β), USF (Upstream stimulatory factor), 
SP1 (Specifity protein 1), AP1 (Activator protein 1), AP2 (Activator protein 2), sowie für 
C/EBP β (CAAT-enhancer binding protein β) [69, 79-81]. Tanaka et al. konnten dabei zeigen, 
dass die Bindesequenz für C/EBPβ - dieses Protein wird im Gegensatz zu anderen Geweben 
besonders stark in der Leber exprimiert - positiv regulatorische Eigenschaften auf die 
Promoterregion des ABCC2-Gens hat. In der Region von der Position -1906 bis -738 
postulierte diese Arbeitsgruppe des Weiteren „silencer“- Elemente, da Reporter-Gen 
Konstrukte, verkürzt um diese Sequenz, einen Aktivitätsanstieg zeigten. Interessant bei diesen 
Untersuchungen war außerdem, dass unter basalen Bedingungen eine Promoter-Aktivität nur 
in HepG2 Zellen, nicht aber in ovarialen und epidermalen Krebszelllinien zu beobachten war 
[81].  
Es konnte auch gezeigt werden, dass Interleukin 1β die ABCC2-Transkription durch die 
Hemmung der Bindung von IRF3 (Interferon regulatory factor 3) an sein cis-Element ISRE 
(Interferon stimulatory response element) gehemmt wird, vermutlich durch die ERK-
(Extracellular signal-regulated kinase) vermittelte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors 
[79]. Auf dem Promoter des Abcc2-Gens der Ratte konnten zusätzlich eine DR5-
Bindungsstelle (s.unten) für das nukleäre Rezeptor-Heterodimer RXRα/RARα gefunden 
werden, wobei die Aktivität dieser DNA-Protein-Bindung durch Interleukin 1β ebenfalls 
verringert wurde [82]. Da eine Nrf2-(Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2) 
vermittelte Induktion des murinen abcc2-Gens gezeigt werden konnte, außerdem auch ARE 
(Antioxidant-response element)-like-Sequenzen  auf dem humanen ABCC2-Promoter 
gefunden wurden [69, 80] und die Transkription des humanen ABCC2 durch Oltipraz, einen 
Nrf2-Liganden, induziert wird [41, 83], ist auch eine Gen-Aktivierung durch den humanen 
Transkriptionsfaktor Nrf2 wahrscheinlich. Ebenfalls auf dem Abcc2 Promoter der Ratte 
konnte eine YRE-1 (YB-1 response element)-Bindesequenz für YB-1 (Y-Box binding 
protein-1) identifiziert werden. YB-1 vermittelte hier eine verringerte Transkriptionsaktivität 
[84]. Eine derartige Bindung von YB-1 auf dem Promoter des humanen ABC-Transporters 
ABCB1, wo es allerdings eine Gen-Aktivierung vermittelte, wurde ebenfalls beschrieben 
[85]. 
Abbildung 4 zeigt die bisher auf dem humanen ABCC2 Promoter identifizierten 
Transkriptionsfaktoren, sowie der positiv bzw. negativ regulatorische Einfluss verschiedener 
Stimuli. 
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Abb. 4: Promoterregion des humanen ABCC2-Gens mit Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, 
zusammengestellt aus [43, 69, 79-81]. Ein Tandem-Repeat der Nukleotidsequenz „AGGTCA“, das der auf der 
Promoterregion des Abcc2-Gens der Ratte gefundenen ER–8 Sequenz ähnlich und für die Bindung der nukleären 
Rezeptor-Heterodimere PXR/RXRα, FXR/RXRα und CAR/RXRα essentiell ist [86], ist auch für den humanen 
ABCC2 Promoter wahrscheinlich. Liganden, sowie weitere Stimuli sind mit ihrem jeweiligen positiv- (+) bzw. 
negativ- (-) regulatorischen Einflüssen auf die Transkription gekennzeichnet.  
 
Beide Transporter spielen also eine wichtige Rolle bei der Elimination eines breiten, sich 
teilweise überlappenden Substratspektrums. Der Schwerpunkt dabei liegt für ABCB1 bei 
amphiphilen, neutralen und kationischen Substanzen und der von ABCC2 bei anionischen 
Glutathion-, Glucuronid- und Sulfatkonjugaten, wobei auch neutrale, unkonjugierte 
Substanzen, dann meist im Kotransport mit Glutathion, durch ABCC2 transportiert werden 
können. Diese Transporter, auch wenn man zusätzlich berücksichtigt, dass sie in vielen 
Geweben koexprimiert sind, sind somit entscheidende Parameter für die Bioverfügbarkeit, 
aber auch für die Toxizität zahlreicher endogener wie exogener Stoffe. Andererseits können 
sie den Erfolg einer Zytostatikatherapie limitieren, da sie in vielen Tumorzellen 
überexprimiert werden und neben weiteren Auswärtstransportern (z.B. ABCG2, ABCC1 und 
3) den neoplasischen Zellen eine erhöhte Resistenz gegenüber den Krebstherapeutika 
vermitteln. 
 
1.3.3 Die Regulation von ABCB1 und ABCC2 durch Nukleäre Rezeptoren 
 
Untersuchungen an den bei der Xenobiotika-Response beteiligten und häufig koregulierten 
Proteinen ABCB1 und CYP3A4 haben so genannte DR-3, DR-4 und ER-6 Response-
Elemente auf den Promoterregionen der kodierenden Gene ergeben, an denen die nukleären 
Rezeptoren PXR (Pregnan X receptor) und CAR (Constitutive androstane receptor) als 
Heterodimere mit RXRα (Retinoid X receptor α) binden [87-90]. Auf dem ABCB1-Promoter 
wurde eine DR-4 Bindungsstelle ca. 8000 bp ‚upstream’ vom Transkriptionsstart identifiziert 
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[89] (Abb. 3). Auch auf weiteren CYP-Enzymen konnten ähnliche Sequenzen nachgewiesen 
werden [91-93]. Hierbei handelt es sich um hexamerische Tandem-Wiederholungen der 
Nukleotidsequenz „AGGTCA“ oder geringfügigen Varianten davon, unterbrochen von 0-8 
beliebigen Nukleotiden. Diese Tandems können direkte (direct repeats, DR), spiegelbildliche 
(inverted repeates, IR) oder gegenläufig spiegelbildliche (everted repeats, ER) 
Wiederholungen dieses Hexamers darstellen [13, 90, 93] (Abb. 5). Auf der Promoterregion 
des Abcc2-Gens der Ratte wurde 440 bp vor dem Transkriptionsstart ein ER-8-cis-Element 
des Hexamers AGTTCA identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass diese Sequenz eine 
gemeinsame Bindungsstelle für die Heterodimere PXR/RXRα, FXR/RXRα und CAR/RXRα 
darstellt und essentiell für die ligandenabhängige, aber auch im Falle des CAR/RXRα-
Heterodimers für die ligandenunabhängige, basale Genaktivierung ist [86]. Da die 
Transkription des humanen ABCC2-Gens ebenfalls durch Liganden der nukleären Rezeptoren 
PXR, FXR und CAR aktiviert wird [23, 41, 94], ist auch hier eine entsprechende Binde-




























Abb. 5: Schematische Darstellung der Struktur eines nukleären Rezeptors mit der DNA-bindenden Domäne 
(DBD), der Liganden-bindenden Domäne (LBD), der liganden-abhängigen AF-2 (activation function 2)-Region, 
die nach Bindung eines Liganden mit Ko-Aktivatoren interagiert, und der liganden-unabhängigen AF-1 
(activation function 1) Region, die mit der AF-2 interagieren kann. B die Bindung der DBD eines nukleären 
Rezeptor-Dimers auf der Promoterregion, einer hexamerische Tandem-Wiederholung der Nukleotidsequenz 
„AGGTCA“ oder einer geringfügigen Variante davon. Diese wird von 0-8 (n) beliebigen Nukleotiden 
unterbrochen und kann einen direct repeat (DR), ein inverted repeat (IR) oder einen everted repeat (ER) 
darstellen, modifizirert nach Honkakoski et al. [90]. 
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1.4.1 Polymorphismen auf dem ABCB1-Gen 
 
Sowohl auf dem ABCB1-, als auch auf dem ABCC2-Gen konnten zahlreiche genetische 
Polymorphismen identifiziert werden. (siehe unter 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=5243&chooseRs=all (ABCB1) sowie 
unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=1244&chooseRs=all (ABCC2)). 
Zahlreiche Arbeitsgruppen haben in verschiedenen ethnischen Populationen vor allem die 
kodierenden Bereiche, sowie die Exon-Intron-Übergänge des ABCB1-Gens nach SNPs 
(single nucleotide polymorphisms) überprüft, wobei im ABCB1-Gen insgesamt 19 exonische 
SNPs, von denen 11 zu einem Aminosäureaustausch führen, identifiziert wurden [9]. Auf dem 
ABCB1 Gen haben besonderes Interesse die beiden SNPs 2677G>T/A, der zu einem 
Aminosäureaustausch von Alanin zu Serin bzw. Threonin an der Position 893 des Proteins 
führt, und 3435C>T (Ile1145Ile), der keinen Aminosäureaustausch auf Proteinebene nach sich 
zieht, aber möglicherweise funktionelle Bedeutung hat, erlangt. Beide SNPs sind genetisch 
gekoppelt, d.h. sie werden häufig gemeinsam vererbt, wodurch bestimmte Haplotypen in einer 
Population gehäuft anzutreffen sind [95-101]. Interessant ist auch, dass die Allelfrequenzen 
stark von der ethnischen Herkunft abhängig sind. Beispielsweise liegt die Frequenz für das  
T-Allel des 3435C>T Polymorphismus unter Kaukasiern zwischen 48 und 54 % [3, 102-106], 
während sie unter Afrikanern und Amerikanern afrikanischer Herkunft lediglich zwischen 10 
und 27 % beträgt [104, 105, 107]. Beide Polymorphismen wurden in zahlreichen Studien auf 
ihre funktionelle Bedeutung hin untersucht, wobei sich zum Teil widersprüchliche Ergebnisse 
ergaben [108]. 
Der 3435C>T Polymorphismus zeigte eine signifikante Assoziation mit erniedrigten 
duodendalen ABCB1-Expressionen und einer erhöhten Bioverfügbarkeit von Digoxin [3]. 
Andere Studien zeigten ähnliche Einflüsse dieses SNPs auf die Bioverfügbarkeit von Digoxin, 
insbesondere dann, wenn zusätzlich die Haplotypenbildung mit dem verlinkten SNP an 
Position 2677 berücksichtigt wurde [98, 99, 109]. Auch zeigten HIV-Patienten mit einem 
3435T-Allel nach 6-monatiger Gabe von Nelfinavir höhere CD4(+)-Zellzahlen als 
homozygote C-Allelträger [110]. Untersuchungen an herz- bzw. nierentransplantierten 
Patienten ergaben für Varianten-Allelträger, sowohl der Position 2677 als auch 3435 höhere 
Ciclosporin- bzw. Tacrolimus-Bioverfügbarkeiten [111, 112]. Efflux-Transportversuche, 
sowie mRNA-Bestimmungen an CD56(+)-Zellen ergaben für das 3435T-Allel sowohl einen 
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niedrigeren Rhodaminefflux, als auch niedrigere ABCB1-mRNA-Expressionswerte [113]. All 
diese Ergebnisse lassen auf eine verminderte ABCB1-Aktivität bei Varianten-Allelträger 
schließen. Im Widerspruch dazu stehen Untersuchungen, die entgegengesetzte Befunde 
lieferten. Sowohl für Digoxin [96, 114], als auch für Fexofenadin [104] wurden bei 
Varianten-Allelträgern niedrigere Plasmaspiegel gefunden. Des Weiteren zeigten mRNA-
Messungen an Duodenalgeweben japanischer, gesunder Probanden für die Varianten-Allele 
höhere Expressionswerte [115, 116]. Darüber hinaus wurden viele Studien durchgeführt, die 
keinen funktionellen Einfluss des Genotyps, weder für 2677G>T/A noch für 3435C>T, 
nachweisen konnten [103, 117-121]. Kürzlich wurden von einer Japanischen Arbeitsgruppe 
weitere SNPs in der Promoterregion beschrieben, die einen Einfluss auf die ABCB1-mRNA-
Expression im kolorektalen Mukosa-Gewebe zeigten. Es handelt sich dabei um die Varianten 
-2352G>A und -692T>C, welche schwächere Bindungsaktivitäten mit Kernproteinen aus 
HepG2-Zellen aufwiesen [122] (Abb. 6).  
Einige Arbeitsgruppen fanden für 3435T-Allelträger ein erhöhtes Krankheitsrisiko, 
beispielsweise für das Auftreten von Colitis ulcerosa [123] und die Entwicklung von 
Parkinsonismus nach Pestizid-Kontakt [124]. Eine sehr starke Assoziation zwischen der 
Entstehung eines nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinoms und dem 3435T-Allel wurde 
kürzlich ebenfalls beschrieben [4]. Diese Befunde deuten auf einen protektiven Effekt des 
Wildtyp-Allels hin. Umgekehrt zeigen einige Studien einen Zusammenhang zwischen einem 
besseren Therapieansprechen und dem Varianten-Allel [97, 110, 125, 126], was wiederum die 
These der geringeren Transportaktivität bei T-Allelträgern und einer damit erhöhten 
Bioverfügbarkeit des Arzneistoffs am Wirkort stützt. Es existieren aber auch hier Studien, die 
















































Abb. 6: Strukturelle Organisation des ABCB1-Gens und die in dieser Arbeit untersuchten SNPs, sowie die 
Struktur des Proteins. 
 
1.4.2 Polymorphismen auf dem ABCC2-Gen 
 
Untersuchungen an Patienten, die das Dubin-Johnson-Syndrom [127] aufwiesen, ergaben eine 
Reihe von Mutationen und Deletionen auf dem ABCC2-Gen, die zu dessen 
Funktionseinschränkung bzw. Funktionsverlust führten [42, 128-134]. Diese Patienten weisen 
eine konjugierte Hyperbilibinurie, sowie eine Pigmentierung der Leber auf. Diese Erkrankung 
wird rezessiv autosomal vererbt und hat einen benignen, meist asymtomatischen Verlauf. 
Beispielsweise führt der Basenaustausch an der Position 2302 C>T im Exon 18 zu einem 
Arginin / Tryptophan Austausch an der Position 768 des Proteins. Dieser befindet sich in der 
N-terminal-seitigen, ATP-bindenden Region, in einer für die Transporterfunktion essentiellen 
Sequenz, dem so genannten ‚Walker C motif’. Auch wurden Mutationen gefunden, die zu 
einem abnormen Splicing führten. Die Basenaustausche 2439+2 T>C und 1815+2 T>A, 
jeweils 2 Basenpaare nach dem 3’-Ende des Exon 18 bzw. 13 verursachten nach 
Transkription einen Verlust von 168 bp bzw. 147 bp, wobei bei der 168 bp-Deletionsvariante 
ein Teil der ATP-bindenden Region verloren ging. Die Mutation 4145A>G im Exon 29 führte 
zu einem Glutamin / Arginin-Austausch an der Position 1382 in der carboxyl-terminalen 
ATP-bindenden Region [132, 134]. Des Weiteren wurde eine Deletion von 6 Basenpaaren 
identifiziert, die zum Verlust des Arginins und Methionins an den Positionen 1392 und 1393 
des Proteins führten. Vermutlich auf Grund von proteosomaler Degradation konnte in diesen 
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Patienten keine ABCC2-Protein Expression gemessen werden [128]. Einige Patienten mit 
dem Dubin-Johnson-Syndrom zeigten durch die in der C-terminalen, transmembranären 
Region liegenden Aminosäureaustausche Arg1150His und Ile1173Phe einen fast völligen 
Funktionsverlust des Transporters [130]. Diese Analysen unterstreichen einerseits den 
Zusammenhang zwischen Mutationen auf dem ABCC2-Gen und dem Dubin-Johnson-
Syndrom, andererseits die Aufgabe des ABCC2-Transporters bei der Exkretion anionischer, 
konjugierte Substanzen endogener wie exogener Herkunft. 
Auch Gesunde weisen eine Reihe von Polymorphismen auf, die erstmals durch systematische 
Sequenzierung der kodierenden Bereiche des Gens in einer gesunden japanischen Population 
identifiziert wurden [135]. Auch in der deutschen Bevölkerung konnte ein Teil dieser in der 
Japanischen Bevölkerung gefundenen SNPs nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um 
die Polymorphismen -24C>T auf der 5’-UTR, 1249G>A im Exon 10, der zu einem 
Aminosäureaustausch an der Position 417 des Proteins von Valin zu Isoleucin führt und 
3972C>T (Ile1324Ile), der einen synonymen Basenaustausch darstellt (Abb. 7). Die 
zusätzlich in der japanischen Bevölkerung gefundenen SNPs 2302C>T (Arg768Trp), 
2366C>T (Ser789Phe), beide im Exon 18, und 4348G>A (Ala1450Thr), der sich im Exon 31 
befindet [135], konnten in der deutschen Bevölkerung bisher nicht nachgewiesen werden 
[136] und wurden aus diesem Grund in dieser Studie nicht mit berücksichtigt. 
Im Gegensatz zu den beschriebenen Polymorphismen 3435C>T und 2677G>T/A auf dem 
ABCB1-Gen wurden für diese SNPs erst wenige Untersuchungen hinsichtlich ihrer 





























Abb. 7: Strukturelle Organisation des ABCC2-Gens und die in dieser Arbeit untersuchten SNPs, sowie die 
Struktur des Proteins.
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1.5 Das Nierenzellkarzinom 
 
Drei Prozent aller malignen Tumorerkrankungen beruhen auf einem Nierenkarzinom, wobei 
85% davon auf das Nierenzellkarzinom entfallen. Histologisch werden vom 
Nierenzellkarziom fünf Tumorzellsubtypen unterschieden: Das klarzellige 
Nierenzellkarzinom, das ca. 75% aller Nierenzellkarzinome ausmacht, das papilläre 
(chromophile) (ca. 10%) und das chromophobe (ca. 5%), während Sammelrohrkarzinome und 
die selten metastasierenden Onkozytome den Rest ausmachen. Ursprung eines 
Nierenzellkarzinoms sind entartete Epithelzellen des proximalen Nephrons [140]. Davon 
abzutrennen sind Tumore des Nierenbeckens und Urothelkarzinome, die einen schnelleren 
Verlauf zeigen, aber auch auf Chemotherapeutika ansprechen. Die Morbidität des 
Nierenzellkarzinoms beträgt für Männer in Deutschland ca. 14 und für Frauen ca. 7 je  
100 000/Jahr; die Mortalität ca. 7 bzw. 3 je 100 000/Jahr. Beide steigen mit zunehmendem 
Alter mit einem Maximum bei 80 Jahren [141, 142] (Robert Koch-Institut, ICD 189). Die 
Gesamt-Morbidität und Mortalität steigen vor allem in den westlichen Industriestaaten stetig 
an, was man nur zum Teil auf verbesserte bildgebende Verfahren zurückführen kann [143, 
144]. Eine Prognose hinsichtlich einer 5-Jahres-Überlebensrate kann durch die Einteilung der 
Tumore in verschiedene Stadien erfolgen, wobei diese im Stadium I >90%, im Stadium IV 
<20% beträgt. Hier kommen sowohl die Stadieneinteilung nach Robsen, Stadium I-IV, als 
auch die TNM (T= Tumorgröße, N= Lymphknotenbefall, M= Metastasen)-Klassifikation zur 
Anwendung. Auf Grund von häufig fehlenden Frühsymptomen wird das Nierenzellkarzinom 
meist erst spät diagnostiziert. Bei Diagnose beträgt die durchschnittliche Tumorgröße etwa 7 
cm. Häufig führen erst Symptome, die durch Metastasenbildung hervorgerufen werden, zur 
Erkennung des Tumors. Metastasen treten vor allem in den Lungen, aber auch in Weichteilen, 
Knochen, Leber und dem zentralen Nervensystem auf.  
Die Therapie besteht im Wesentlichen in der radikalen Nephrektomie, sofern eine 
funktionierende gegenseitige Niere vorhanden ist. Bei bilateralem Befall oder fehlender 
Funktion der Gegenniere ist eine Teilresektion indiziert [145]. Eine Bestrahlungstherapie ist 
ineffektiv [146]. Ebenso enttäuschend sind die Ansprechraten auf eine Chemotherapie. 
Lediglich eine Ansprechrate von 17% unter einer 3-4 wöchigen Dauerinfusion von 5-
Fluorouracil (150 mg/m2/Tag), kombiniert mit Gemcitabin (600 mg an den Tagen 1, 8, 15), 
bzw. einer Ansprechrate von 7% unter Tamoxifen-Gabe konnte gezeigt werden [147]. 
Deshalb sollte, auch unter Berücksichtigung einer nicht gesicherten Verbesserung der 
Lebensqualität, die Indikation für eine Chemotherapie nur zurückhaltend gestellt werden. 
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Eine Interferon-alpha-Gabe führt in ca. 10-15% der Fälle zu einem Ansprechen und einer 
Lebensverlängerung von im Mittel um 3 Monate, bei allerdings häufig schlechter 
Verträglichkeit, insbesondere bei älteren Patienten [148-151]. Für die Interleukin-2- Mono-, 
sowie Kombinationtherapie mit Chemotherapeutika und Interferon konnten sporadische, 
langjährige Komplettremissionen erreicht werden. Aufgrund der hohen Toxizität und der 
Tatsache, dass weder eine benötigte Dosis, noch ein optimales Applikationsschema gefunden 
werden konnten, hat sich die Gabe im Klinischen Alltag nicht bewährt [152]. Die 
Wirksamkeit von Angiogenesehemmern, sowie der Tumorvakzination wird derzeit überprüft 
[153-155]. 
Zu den Risikofaktoren sind vor allem Rauchen, Übergewicht und Belastung durch 
arbeitsplatzbedingte Schadstoffe zu zählen [156]. 10% der Nierenzellkarzinome werden durch 
familiär vererbte Gendefekte verursacht. Das VHL (von-Hippel-Lindau)-Syndrom ist die 
häufigste genetische Ursache eines Nierenzellkarzinoms, wobei es neben bilateralen, 
multifokalen Nierenzellkarzinomen auch zu Tumoren in der Retina, im Innenohr, im Pankreas 
und den Nebennieren kommen kann. Das VHL-Gen, lokalisiert auf dem Chromosom 3p26, 
kann bei diesem Syndrom multiple Mutationen aufweisen. Es hat die Funktion eines 
Tumorsuppressor Gens und steuert die proteosomale Degradation des Hypoxia-inducible 
factor (HIF) 1, der u.a. VEGF (Vascular endothelial growth factor) induziert. Bei Verlust der 
VHL-Funktion kommt es dann u.a. zu einer Akkumulation von HIF-1, wodurch sich die 
Hypervasuklarisierung dieses Tumors erklären lässt [157]. Auch scheinen Patienten mit 
Mutationen auf dem VHL-Gen besser auf eine Therapie mit einem VEGF-Inhibitor 
anzusprechen [158]. Auch bei sporadisch auftretenden Nierenzellkarzinomen konnten 
Mutationen, sowie Hypermethylierungen des VHL-Gens identifiziert werden [157, 159]. 
Trichlorethylen, ein in der metallverarbeitenden Industrie verwendetes Lösungsmittel, konnte 
ebenfalls mit dem gehäuften Auftreten von Mutationen auf dem VHL-Gen bei Arbeitern, die 
mit dieser Substanz in Kontakt kamen, in Verbindung gebracht werden [160]. Mutationen 
bestimmter Gene, seien sie vererbt oder durch exogene Schadstoffe verursacht, können mit 
dem Nierenzellkarzinom assoziiert sein, wobei sich im Falle der exogenen Schadstoffe die 
Frage stellt, in welchem Ausmaß diese in den Körper gelangen müssen, bis es zu einer 
Tumorenstehung kommt und in wieweit die beiden wichtigen Auswärtstransporter ABCB1 
und ABCC2 diesen Zutritt an Karzinogenen in ihrer Funktion als so genannte ‚Torwächter’ 
beeinflussen können. 
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1.6 Ziele 
 
Den Untersuchungen dieser Arbeit lag die Arbeitshypothese zu Grunde, dass einerseits die 
Auswärtstransporter ABCB1 und ABCC2 eine wichtige Rolle bei der Elimination von 
Schadstoffen spielen und somit eine zellprotektive Funktion u.a. für die Epithelzellen des 
proximalen Tubulus haben könnten und dass andererseits eine Überexprimierung dieser 
Transporter in den Tumorzellen zum Phänomen der ausgeprägten Chemotherapieresistenz des 
Nierenzellkarzinoms beitragen könnte. Deswegen sollte in dieser Arbeit in einem Kollektiv 
von Patienten, die auf Grund eines  Nierenzellkarzinoms nephrektomiert wurden, die 
Genotypenverteilung der Polymorphismen ABCB1 -2352G>A, -692T>C, 2677G>T/A 
(Ala893Ser/Thr), 3435C>T sowie ABCC2 -24C>T, 1249G>A (Val417Ile) und 3972C>T 
ermittelt werden. Außerdem sollte untersucht werden, wie die beiden Transporter ABCB1 und 
ABCC2, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene, im Tumorgewebe und im 
entsprechenden, nicht vom Tumor befallenen, kortikalen Nierengewebe exprimiert werden, 
sowie, ob diese Expression durch den Genotyp beeinflusst wird und ob dadurch bestimmte 
Genotypen auf Grund von interindividuell unterschiedlichen Transporteraktivitäten ein 
erhöhtes Risikos, an einem Nierezellkarzinom zu erkranken, aufweisen.  
Ein weiteres Ziel bestand darin, Untersuchungen, die zu einem bessern Verständnis möglicher 
funktioneller Einflüsse von Polymorphismen auf molekularer Ebene führen sollten, 
durchzuführen. Daher wurde in dieser Arbeit unter Anwendung von zell- und 
molekularbiologische Methoden insbesondere der ABCC2 -24C>T Polymorphismus 
hinsichtlich seiner Bedeutung für die Regulation und die Aktivität des ABCC2-Gens 
beleuchtet. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zur Erweiterung des Wissens um die Geschehnisse beim 
Nierenzellkarzinom beitragen und klären, inwieweit genetische Polymorphismen prädiktive 
Faktoren für die Entstehung dieser Tumorerkrankung darstellen. Die gewonnen Erkenntnisse 
könnten so vielleicht in künftige Therapieansätze mit einfließen und dabei helfen, 
beispielsweise eine Zytostatikatherapie unter Berücksichtigung des Genotyps zu optimieren 
oder den Erfolg einer solchen Therapie besser voraussagen zu können. Auch können die 
Untersuchungen dieser Arbeit über die Regulation der Transportproteine ABCB1 und ABCC2 
im normalen kortikalen Nierengewebe Grundlage für künftige pharmakokinetische Studien, 
insbesondere bei Betrachtung der renalen Elimination von Arzneistoffen, sein. 
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In Zusammenarbeit mit OA Dr. med. Zimmermann wurden aus der Urologischen Klinik des 
Universitätsklinikums Greifswald (Leitung Prof. Dr. med. Klebingat) aus der dortigen 
Gewebebank Gewebeproben von 82 nephrektomierten Patienten (45 Männer, 37 Frauen, 
Durchschnittsalter 61,8 Jahre) erhalten. Es handelte sich hierbei um histologisch verifizierte 
tumoröse als auch angrenzende nicht-tumoröse kortikale Nierengewebe. Alle Patienten waren 
kaukasischer Herkunft und stammten aus dem Einzugsgebiet des Universitätsklinikums 
Greifswald. 17 von ihnen waren Raucher, fünf von ihnen hatten sechs Monate vor der 
Nephrektomie eine Zytostatikatherapie erhalten.  
Die histologische Begutachtung erfolgte durch das Institut für Pathologie (Prof. Dr. Warzok). 
Die Tumore unterteilten sich in 63 klarzellige und 19 nicht-klarzellige Nierenzellkarzinome, 
die sich wiederum aus 7 chromophilen (papillären), 11 gemischten und einem chromophoben 
zusammensetzten. 35 Nierenzellkarzinome wurden dem Stadium I, 29 dem Stadium II, sechs 





Für den Vergleich von Genotyphäufigkeiten wurden die Nierenzellkarzinom-Patienten mit 
einer Kontrollgruppe 1:2 dem Geschlecht nach gemacht. Dieses 164 (90 Männer und 74 
Frauen, Durchschnittsalter 26,0 Jahre) Personen umfassende Kontrollkollektiv bestand aus 
freiwilligen, gesunden, kaukasischen Probanden der Abteilung Klinische Pharmakologie der 





Nach Isolierung der genomischen DNA aus den Gewebeproben bzw. aus dem venösen Blut 
wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschließendem enzymatischen Verdau 
(Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus, RFLP) der Genotyp der einzelnen 
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Patienten bzw. Probanden ermittelt. Es wurden auf dem ABCB1-Gen die Polymorphismen  
-2352G>A (rs12720464), -692T>C (rs 3213619), 2677G>T/A (Ala893Ser/Thr) (rs 2032582), 
3435C>T (rs 1045642), sowie auf dem ABCC2-Gen die Polymorphismen -24C>T  




Das bei -80 °C gelagerte Nierengewebe wurde zunächst mit Hilfe eines Gewebe-
homogenisators (Mikro-Dismembrator U, Satorius, Göttingen, Deutschland) für 1 min. bei 
2500 U/min. geschreddert. Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde dann mittels des 
DNAesy Tissue Kits und der QIAshredder™ Säulen von der Firma Qiagen (Hilden, 
Deutschland) die DNA sowohl aus dem Tumorgewebe, als auch aus dem morphologisch 
entsprechenden, nicht-tumorbefallenen Gewebe isoliert und bei 4 °C gelagert. 
Die DNA der gesunden Probanden wurde aus venösem Blut mittels des QIAmp®DNA Blood 
Mini Kits (Quiagen) isoliert und ebenfalls bei 4 °C gelagert. 
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 
260 nm mit einem Photometer (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
gemessen. Eine OD260=1 entsprach einem Gehalt doppeltsträngiger DNA von 50 µg/ml. 
Zusätzlich wurde bei einer Wellenlänge von 280 nm die Absorption gemessen, um aus dem 
Quotienten OD260/280 den Kontaminationsgrad mit Proteinen zu ermitteln. 
 
2.3.2 Alleldiskriminierung mittels Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus 
(RFLP) 
 
Zur Identifizierung der bereits beschriebener Basenaustausche (SNPs, single nucleotide 
polymorphisms) auf dem ABCB1- und ABCC2-Gen wurden zunächst mittels der 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung der rekombinanten Taq-DNA-
Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), von Desoxyribonukleotidtriphosphaten 
(Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland), sowie zweier flankierender Primer DNA-
Fragmente, die den entsprechenden Polymorphismus enthielten, amplifiziert und anschließend 
mit Restriktionsenzymen verdaut. Sämtliche Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma 
TIB Molbiol, Berlin, Deutschland, die Restriktionsenzyme von der Firma New England 
Biolabs, Frankfurt, Deutschland bezogen. Die mit dieser Methode (PCR-RFLP-Methode) 
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erhaltenen Restriktionsfragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das dabei 
entstandene, charakteristische Bandenmuster ermöglichte die Bestimmung der Genotypen.  
Die Primersequenzen für die SNPs ABCB1 -2352G>A und ABCB1 -692T>C wurden unter 
Berücksichtigung der Referenzsequenz mit der Acc. No. AC 002457 erstellt.  
Die Primersequenzen für die SNPs ABCB1 2677G>T/A und ABCB1 3435C>T wurden von 
Cascorbi et al.[102], die Primersequenzen für ABCC2 -24C>T, 1249G>A, 3972C>T wurden 
aus der vorangegangenen Diplomarbeit [136] übernommen.  
Tabelle 4 zeigt für die Detektion der untersuchten SNPs die Primersequenzen, die 
verwendeten Restriktionsenzyme, und die Länge der nach Verdau entstandenen 
Restriktionsfragmente. Die PCR-Reaktionsansätze und die Thermocycler-Bedingungen (9700 
GeneAmp, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) sind in den Tabellen 5 und 6 bzw. 
in den Tabellen 7 und 8 zusammengefasst. Tabelle 9 zeigt den allgemeinen 
Restriktionsansatz, nachdem die amplifizierten DNA-Fragmente unter Verwendung der in 
Tabelle 4 angegebenen Enzyme verdaut wurden. Sämtliche Reaktionen wurden in 
Thermofast®96 PCR Plates (PeqLab, Erlangen, Deutschland) durchgeführt. 
 
Tab. 4: Primernamen, Primersequenzen, Restriktionsenzyme, sowie Länge der nach Verdau entstandenen DNA-
Fragmente zur Identifizierung der ABCB1- und ABCC2-SNPs.  
Gen SNP Primername Primersequenz (5’-3’) Enzym Fragment- 
länge (bp) 
mut / wt 







Mbo I 179 
144  35 







MspA1 I 32  117  208 
117  240 







Bsr I 206  14 
220 







Ban I 224 
198  26 
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Mbo I 197 
158  39 







Bsb I 301 
188  113 







Acl I 260 
236  24 







BsrD I 156  28 
184 
* MDR1 -2352r, MDR-10A, MRP2-10, MRP28R: mismatch primer. 
 
Tab. 5: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der DNA-Fragmente der SNPs ABCB1-2352G>A und  
-692T>C, sowie 2677G>T bzw. 2677G>A und 3435C>T 
Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 
Taq-Puffer (10x) 2,5 1x 
dNTP (10mM) 2,5 1 mM 
MgCl2 (50mM) 1,0 2,0 mM 
Primer forward  (10 µM)  0,5 200 nM 
Primer reverse (10 µM) 0,5 200 nM 
Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)   0,1* 0,02 U/µl 
DNA (30-100 ng/µl) 1,0 - 
Aqua bidest. ad - 
Endvolumen 25,0  
bei 3435C>T: 0,15 µl  
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Tab. 6: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente für die Detektion der SNPs ABCB1 
 -2352G>A und -692T>C, sowie 2766G>T bzw. 2677G>A, sowie 3435C>T  
Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation 
2 min 30 sec. 30 sec.* 30 sec*. 7 min. 
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C 
 35 Zyklen  
* bei 2766G>T bzw. 2677G>A, sowie 3435 C>T: 1 min.  
 
Tab. 7: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der DNA-Fragmente zur Identikikation der SNPs ABCC2 -
24C>T, 1249G>A, 3972C>T  
Reagenzien Volumen (µl) Endkonzentration 
Taq-Puffer (10x) 2,5 1x 
dNTP (10mM) 1,0* 0,4 mM 
MgCl2 (50mM) 1,25** 2,0 mM 
Primer forward  (10 µM)  0,5 200 nM 
Primer reverse (10 µM) 0,5 200 nM 
Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,15 0,03 U/µl 
DMSO (99%) 1***  
DNA (30-100 ng/µl) 1,0 - 
Aqua bidest. ad - 
Endvolumen 25,0  
*bei 1249G>A: 2,5 µl ** bei 3972C>T:1,0 µl *** bei 1249G>A kein DMSO 
 
Tab. 8: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente für die Detektion der SNPs ABCC2 -
24 C>T, 1249G>A und 3972C>T 
Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation 
2 min* 30 sec. 30 sec. 30 sec. 7 min. 
94 °C 94 °C 55 °C** 72 °C 72 °C 
 35 Zyklen  
* bei 3972C>T: 5 min. 
** bei 3972C>T: 57°C, bei 1249G>A: 60°C 
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Tab. 9: Allgemeiner Restriktionsansatz für die Restriktionsreaktionen zur Identifizierung der Genotypen 
Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 
PCR-Produkt 12,5   
NEB Buffer (10x) 2,5 1x 
Enzym (NEB) (10 U/µl) 0,5 0,2 U/µl 
Aqua bidest. 9,5  
Endvolumen 25,0  
 
Nach enzymatischem Verdau der PCR-Produkte bei 37°C (BsrD I, Bsb I: 65°C) für 4-6 
Stunden wurden die DNA-Fragmente mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. In 
dieser Arbeit wurden 1 bzw. 2%-ige Agarose-Gele (Roti®GAROSE, Roth, Karlsruhe, 
Deutschland) hergestellt, die in einer Elektrophorese-Kammer (Sub Cell, Wide Mini Sub-
Cell, Biorad, München, Deutschland) in 1 x TBE Laufpuffer (90 mM Tris-HCl, Sigma, 
Deisenhofen, Deutschland), 90 mM Borsäure (Sigma), 2 mM EDTA, pH 8,0 (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) einer Spannung von 120 V für 45 – 60 min. ausgesetzt wurden. Das 
dem Gel bei der Herstellung zugesetzte Ethidiumbromid (Sigma) interkalierte mit der DNA. 
Dieses fluoreszierte im ultravioletten Licht und diente so der Sichtbarmachung der DNA-
Fragmente in Form eines Bandenmusters (Kodak Image Station 440 CF, Kodak, Stuttgart, 
Deutschland). Vergleicht man dieses mit einem Größenstandard (DNA-Fragmente definierter 
Größe), so läßt sich die Größe der einzelnen Fragmente identifizieren. Vor Einbringen der 
aufzutrennenden Proben in die Geltaschen wurde diese vorher im Verhältnis 1:10 mit 
Blaumarker (BlueJuice™ Gel-Loading Buffer, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
vermischt. Die verwendeten Größenstandards waren pBR322 DNA / BsuRI (HaeIII) Marker, 
5, Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder, sowie bei erwarteten DNA-Fragmenten über 1 000 bp 
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas,St. Leon-Rot, Deutschland). Abbildung 8 
zeigt exemplarisch das Bandenmuster einer Gelelektrophorese zur Identifizierung des ABCB1 
2677G>T Polymorphismus. 
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Abb. 8: Bandenmuster der Restriktionsfragmente nach Agarosegel-Elektrophorese. Exemplarisch hier das 
Bandenmuster zur Identifizierung des ABCB1 2677G>T Polymorphismus. Bahn 1, 5 und 7: 2677GG, Bahn 2, 
3, 4 und 6: 2677GT, Bahn 8: 2677TT. Die 24 bp-Bande ist zu kurz, um auf dem Gel sichtbar zu werden.  





Der ABCB1- und ABCC2-mRNA-Gehalt in den Nierengeweben wurde nach Isolierung der 
Gesamt-RNA und Reverser Transkription in cDNA, mit Hilfe der Real-time PCR 




Die Gesamt-RNA wurde aus dem homogenisierten Gewebe (vergl. 2.8) unter Verwendung 
des RNaesy Tissue Kits und der QIAshredder™ Säulen (Quiagen) entsprechend dem 
Herstellerprotokoll sowohl aus dem Tumorgewebe, als auch aus dem morphologisch 
entsprechenden, nicht-tumorbefallenen Gewebe isoliert und bei -80 °C eingefroren. Die 
Quantifizierung erfolgte analog der in 2.3.1 beschriebenen Methode, wobei eine OD260=1 
einem Gehalt einzelsträngiger RNA von 40 µg/ml entsprach. 
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2.4.2 Reverse Transkriptase-Reaktion 
 
Da RNA selbst nicht als Template für die Real-time PCR geeignet ist, wurde die isolierte 
Gesamt-RNA zunächst mit Hilfe der Reversen Transkriptase-Reaktion in die komplementäre, 
einzelsträngige cDNA umgeschrieben. Hierbei wurde der TaqMan® Reverse Transcription 
Reagents Kit der Firma Applied Biosystems mit Random Hexamer Primern verwendet. Die 
einzusetzende RNA-Menge wurde auf 400 ng berechnet. Der Reaktionsansatz der Reversen 
Transkription ist in Tabelle 10 aufgeführt, die Thermocyclerbedingungen in Tabelle 11. 
Die erhaltene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. 
 
Tab. 10: Reaktionsansatz für die Reverse Transkription 
Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 
RT-Puffer (10x) 5 1x 
MgCl2 (25 mM) 11 5,5 mM 
dNTP 10 500 µM 
Random Hexamer Primer 2,5 2,5 µM 
RNAse-Inhibitor (20 U / µl) 1,0 0,4 U / µl 
Reverse Transkriptase (40 U/ µl) 1,25 1,25 U/µl 
RNA (400 ng) + Aqua bidest. 19,25 8 ng /µl 
Endvolumen 50  
 
Tab. 11: Thermocyler-Temperaturprotokoll der Reversen Transkriptionsreaktion 
Inkubation Reverse Transkription Inaktivierung der Transkriptase 
10 min 30 min 5 min 
25 °C 48 °C 95 °C 
 
2.4.3 Quantifizierung von cDNA mittels Real-time PCR 
 
Bei der Real-time PCR handelt es sich um eine Methode, die gleichzeitig die Amplifikation 
wie auch den Nachweis der Zielsequenz in einem Reaktionsgefäß ermöglicht. Voraussetzung 
hierfür ist einerseits die 5’-Exonucleaseaktivität der verwendeten AmpliTaq DNA 
Polymerase, andererseits der Einsatz einer fluorogenen Sonde, einem Oligonukleotid, das am 
5’-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff und am 3’-Ende mit einem Quencher- 
Farbstoff verknüpft ist. Zusätzlich ist die 3’-OH Gruppe der Sonde mit einem Phosphatrest 
blockiert, damit während der PCR keine Extension des 3’-Endes stattfinden kann. Bei 
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Anregung der intakten Sonde durch Licht bestimmter Wellenlänge kommt es aufgrund der 
räumlichen Nähe zwischen Reporter- und Quencher-Farbstoff zu einem Fluoreszenz-
Energietransfer (FET), wodurch das Fluoreszenzsignal unterdrückt wird. Während der PCR 
lagern sich zunächst Primer und Sonde an den Matritzen-Strang an, in der nachfolgenden 
Extensionsphase trifft die Polymerase auf die Sonde und hydrolisiert diese, wobei sich 
Reporter und Quencher von einander entfernen. Der FET wird unterbrochen und ein 
Fluoreszenssignal wird emittiert. Da die Intensität des Fluoreszenssignal in Abhängigkeit von 
den freigesetzten Reporter-Farbstoffmolekülen steigt, kann durch einen Amplifikationsplot 
der expotentielle Verlauf der PCR nachvollzogen werden (Abb. 9). Dabei wird die 
Fluoreszensemmission und damit die Amplifikation des PCR-Produkts als ∆Rn angegeben, 
wobei dieser Wert die Differenz aus der Fluoreszenzemission zu einem bestimmten Zeitpunkt 
und der Fluoreszenzemission des Grundrauschens (Baseline) darstellt. Der Zeitpunkt bzw. der 
PCR-Zyklus, an dem das Fluoreszenzsignal erstmalig deutlich einen Schwellenwert 
(Threshold) überschreitet, wird durch den CT-Wert angegeben. Dieser CT-Wert ist umgekehrt 
proportional zur eingesetzten Startkopienzahl. Je früher also ein Anstieg des 
Fluoreszenssignal zu beobachten ist, desto größer war die Ausgangs-Kopienzahl. 
Um einen Vergleich verschiedener Proben zu ermöglichen, wird neben dem cDNA-Gehalt 
des Zielgens zusätzlich der Gehalt eines endogenen Referenzgens, auf das normalisiert wird, 
gemessen. Dieser interne Standard sollte in allen Proben möglichst konstitutiv exprimiert 
werden. In dieser Studie erwies sich 18S rRNA gegenüber β-Actin und RPLP0 (ribosomales 
Protein LP 0), die ebenfalls in der Literatur als interne Standards verwendet werden [161, 
162] als am wenigsten variabel. Die Variabilität des Gehaltes der drei „house-keeping“ Gene 
wurde zuvor in einer kleineren Anzahl von 14 sowohl nicht-tumorösen, als auch tumorösen 
kortikalen Nierengeweben getestet. Hierbei wurde das von Vandesomple et al. [162] 
entwickelte Programm geNorm v 3.2 benutzt. Im weiteren Verlauf der Untersuchung wurde 
dann in den Gewebeproben nur noch 18S rRNA bestimmt und als interner Standard 
verwendet.  
Die Auswertung der Real-time PCR kann mittels zwei verschiedener Methoden erfolgen. 
Entweder durch eine absolute Quantifizierung mittels Standardkurve oder durch eine relative 
Quantifizierung, der sogenannten ∆∆CT-Methode. Bei der Standardkurvenmethode wird 
durch den Vergleich der CT-Werte von Proben mit bekannter Startkopienzahl (Standards) die 
absolute Startkopienzahl der unbekannten Probe ermittelt.  
Bei der ∆∆CT-Methode, bei der keine Standards benötigt werden, wird von der Differenz der 
CT-Werte des Zielgens und des Referenzgens (∆CT) der ∆CT-Wert eines Kalibrators 
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abgezogen (∆∆CT). Der normalisierte Gehalt des Zielgens, relativ zu einem Kalibrator (Xn, kal) 
kann dann wie folgt berechnet werden:  
(Xn, kal) =2- ∆∆CT . 
Da am Institut für Pharmakologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald bereits 
klonierte Standards in Form von Plasmid-DNA für die Zielgene ABCB1 und ABCC2, sowie 
für die Referenzgene 18S rRNA, β-Actin und RPLP0 vorhanden waren, konnte in dieser 
Arbeit die Standardkurvenmethode angewandt werden. Hierzu wurden zunächst 
Standardkurven sowohl für die Referenzgene (18S rRNA, vorher 1:500 mit Aqua bidest. 
verdünnt, β-Actin, RPLP0), als auch für die Zielgene (ABCB1 und ABCC2) erstellt. Die 
jeweiligen Standards wurden in einer Verdünnungsreihe von 102-106 (103-107 ,18S rRNA) 
hergestellt. Mit diesen Standards bekannter Kopienzahl konnten dann die absoluten 
Kopienzahlen der zu bestimmenden Proben ermittelt werden. 
Die quantitative Real-time PCR wurde mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detection 
System (TaqMan™) (Applied Biosystems) durchgeführt. Für die PCR-Reaktionsansätze 
wurde der TaqMan™Universal Master Mix (Applied Biosystems) eingesetzt. Dieser enthält 
neben den üblichen PCR-Reagenzien Uracil-N-Glykosylase (AmpErase UNG) zur 
Vermeidung von „carry over“ Kontaminationen und eine spezielle DNA-Polymerase mit  
5’-3’ Exonuklease-Aktivität (AmpliTaqGold). Für die Bestimmung der Zielgene (ABCB1 
und ABCC2) wurden die Sequenzen der Primer (TIB Molbiol) so gewählt, dass sie an den 
Enden benachbarter Exons binden. Die Sonden (TIB Molbiol) wurden so konstruiert, dass sie 
intronüberspannend und damit cDNA-spezifisch zwischen den jeweiligen Primer 
hybridisieren (Tab. 12). [163, 164] Zur Quantifizierung der internen Standards 18S rRNA,  
β-Actin und RPLP0 standen von Applied Biosystems Primer und Sonden in optimaler 
Zusammensetzung zu Verfügung. Jede Bestimmung wurde als Doppelbestimmung 
durchgeführt. Tabelle 13 und Tabelle 14 geben die PCR-Ansätze für die Bestimmung des 
cDNA-Gehaltes des Zielgens bzw. der endogenen Referenzgene wieder. Bei den Volumina 
der einzelnen Komponenten ist ein 10%iger Sicherheitszuschlag miteingerechnet. Das 
standardisierte Temperaturprotokoll für die Quantifizierung von cDNA mittels TaqMan™ ist 
in Tabelle 15 wiedergegeben. 
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Tab. 12: Sequenz der Primer und Sonden zur Quantifizierung der cDNA der Zielgene ABCB1 und ABCC2 
[163, 164] 




5’-TTC GCA ACC CCA AGA TCC TC 
5’-ACA ATG GTG GTC CGA CCT TT 




5’-CTG GGA ACA TGA TTC GGA AGC 
5’-GAG GAT TTC CCA GAG CCG AC 
5’-6FAM-CAG TCC GAG ATG TGA ACC TGG ACA T XT p 
6FAM: 6-Carboxy-Fluorescin, X: TAMRA (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin), p: 3’-Phosphat 
 
Tab. 13: TaqMan-PCR-Ansatz zur Quantifizierung der cDNA der Zielgene ABCB1 und ABCC2 
Komponente Volumina [µl] Endkonzentration 
TaqMan® Universal PCR Master Mix (2x) 11  1x 
Primer forward (5 µM) 1,32  300 nM 
Primer reverse (5 µM) 1,32  300 nM 
Sonde (5 µM) 0,44  100 nM 
cDNA (entsprechend 400 ng RNA) 2,2   
Aqua bidest. 5,72   
Endvolumen 22   
 
Tab. 14: TaqMan-PCR-Ansatz zur Quantifizierung der cDNA der endogenen Referenzgene 18S rRNA, β-Actin, 
RPLP0 
Komponente Volumina [µl] Endkonzentration 
TaqMan® Universal PCR Master Mix (2x) 11  1x 
TaqMan® 18S / β-Actin / RPLP0 Control Reagent (20x)  1,1l 1x 
cDNA (entsprechend 400 ng RNA) 2,2   
Aqua bidest. 7,7   
Endvolumen 22   
 
Tab. 15: Standardisiertes Temperaturprotokoll für die Quantifizierung von cDNA mittels TaqMan™ 
      Inkubation             Aktivierung Denaturierung Hybridisierung/Elongation 
2 min 10 min 15 sec 1 min 
50°C 95 ° C 95 ° C 60 °C 
  40 Zyklen 
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2.5 Bestimmung des Proteingehaltes mittels Immunhistochemie 
 
Die semiquantitative Bestimmung der Proteine ABCB1 und ABCC2 in den nicht-tumorösen, 
sowie tumorösen, kortikalen Nierengeweben wurde dankenswerterweise von Frau Dr. Dazert 
am Institut für Pathologie der Universität Greifswald mit den dort vorhandenen Protokollen 
durchgeführt. 
Es wurden von 23 Patienten, mit Ausnahme von einem, hier war nur tumoröses Gewebe 
vorhanden, sowohl von den tumorösen, als auch von den nicht-tumorösen, in Paraffin 
eingebetteten Gewebeproben 2 µm-dicke Schnitte angefertigt. Nach Deparaffinisierung und 
Rehydratisierung wurden die Gewebeproben für 5 min. mit Natriumcitrat-Puffer (pH=7) 
bedampft und danach, um noch im Gewebe eventuell vorhandene Peroxidase zu inaktivieren, 
in 3%igem H2O2 inkubiert. Anschließend wurde für 10 min. mit Avidin und Biotin (1:1) 
(Avidin-Biotin-Blocking-Kit SP-2001 der Firma Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland) 
zur Blockierung endogen vorhandenen Biotins behandelt. Diese beiden Schritte dienten der 
Reduktion einer unspezifischen Hintergrundfärbung. Danach wurden die Schnitte noch 
einmal für 30 min. mit Horse-Serum (Linaris) inkubiert. Über Nacht konnten nun die Primär-
Antikörper JSB-1 (Verdünnung 1:50) und MRP2 III-6 (Alexis, Grünberg, Deutschland), es 
handelt sich dabei um in der Maus hergestellte anti-ABCB1 bzw. anti-ABCC2-Anikörper, 
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aufgebracht werden. Anschließend wurde ein biotingekoppelter, im Pferd hergestellter anti-
Maus-Antikörper (Verdünnung 1:100) für 30 min. zugegeben. Durch weitere Zugabe von 
Biotin und Streptavidin, gekoppelt an Horseradish-Peroxidase, sowie des Farbstoff-Substrates 
DAB (3,3’-Diaminobenzidin) konnten die Proteine durch braune Färbung sichtbar gemacht 
werden (=labelled streptavidin-biotin horseradish peroxidase technique, LSAB-HRP, Dako, 
Hamburg, Deutschland). 
Zur quantitativen Auswertung wurden aus jedem Schnitt fünf Ausschnitte zufällig ausgewählt 
und von diesen digitale Bilder angefertigt (Vergrößerung 1:200) (Abb. 10). Mit der 
Auswertesoftware KS400 imaging system V3.0 der Firma Zeiss (Jena, Deutschland) wurde 
die Optische Dichte der Färbung bestimmt, wobei das Verhältnis der Anzahl der positiven 
Pixel zu der Gesamtzahl der Pixel des Hintergrundes mit der Intensität des einzelnen positiven 
Signals multipliziert wurde. Die erhaltenen Werte für den Proteingehalt sind Mittelwerte der 
fünf verschiedenen, zufällig ausgewählten Ausschnitte.  
 
 
Abb. 10: ABCB1-Protein-Expression im nicht-tumorösen (A) und im tumorösen (B) kortikalen Nierengewebe 
desselben Patienten. ABCC2-Protein-Expression eines anderen Patienten im nicht karzinösen (C) und im 
Tumorgewebe (D). Die Pfeile kennzeichnen die für ABCB1 und ABCC2 positiven Antikörperreaktionen in der 
Bürstensaum-Membran der epithelialen Zellen des proximalen Tubulus. 
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2.6 Reportergen-Assay 
 
Um den Einfluss des -24C>T Polymorphismus auf der 5’-UTR des ABCC2-Gens auf die 
Genexpression zu untersuchen, wurde ein Reportergen-Assay durchgeführt. Beim 
Reportergen-Assay handelt es sich um eine in-vitro-Methode, bei der der Einfluss einer 
Nucleotidsequenz auf die Genexpression anhand der Aktivität eines nachgeschalteten 
Reportergens bestimmt werden kann.  
In diesem Fall wurden zwei  Reportergen-Vektorkonstrukte hergestellt. Bei diesen wurde die 
5’-UTR des ABCC2-Gens, die entweder das C- oder das T-Allel an der Position -24 aufwies, 
vor das Firefly-Luciferase-Gen des pGL3-basic-Vektors (Promega, Mannheim, Deutschland) 
kloniert. Nach Transfektion der Vektor-Konstrukte in HepG2-Zellen und luminometrischer 
Bestimmung der Luciferaseaktivitäten konnte auf die Aktivität der 5’-UTR des ABCC2-Gens 
in Abhängigkeit zum -24C>T Polymorphismus rückgeschlossen werden. 
 
2.6.1 Herstellung von Vektorkonstrukten 
 
Zunächst wurden Primer kreiert, an deren 5’-Enden Restriktionsschnittstellen für die Enzyme 
Kpn I bzw. Nco I eingeführt wurden. Mit Hilfe dieser Primer wurden, ausgehend von 
genomischer DNA, 1229 bp der 5’-untranslatierten Region des ABCC2-Gens (Accession No.: 
AL133353 Position 130178-131406) mit Hilfe der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 
amplifiziert. Da zwei, sich in einer Base unterscheidende Rückwärtsprimer verwendet 
wurden, konnten nach Durchführung zweier Reaktionsansätze ein Wiltyp- und ein 
Variantenfragment erhalten werden, wobei der Basenaustausch in den Rückwärtsprimern den 
beschriebenen ABCC2 -24C>T SNP widerspiegelte. Tabelle 16 zeigt den Vektor, die 
Sequenzen der verwendeten Primer zur Amplifikation der Inserts, sowie die 
Restriktionsenzyme und deren Schnittstellen. Tabelle 17 gibt den PCR-Ansatz und Tabelle 18 
die Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der Insert-DNA-Fragmente wieder. 
Anschließend wurden nach Aufreinigung der PCR-Produkte mittels QIAquick™PCR 
Purification Kit (Quiagen) die Amplifikate jeweils in einem Restriktionsansatz mit den 
Enzymen Kpn I und Nco I geschnitten. Dies war möglich, weil beide Enzyme in dem 
verwendeten Puffer ausreichende Aktivitäten aufwiesen. Nach wiederholter Aufreinigung 
(QIAquick™ Purifikation Kit) wurden die Fragmente in den vorher ebenfalls mit den 
genannten Enzymen aufgeschnittenen und danach aufgereinigten Vektor passend zu ihren 
spezifischen Überhängen ligiert. Tabelle 19 zeigt die Restriktionsansätze sowohl für den 
pGL3- basic Vektor, als auch für die beiden Amplifikate.  
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Bei der Ligase-Reaktion wurden der linearisierter Vektor und das entsprechende Insert in 
einem molaren Verhältnis von 1:3, sowie 4 µl Ligase Puffer (10x) und 5 U T4-DNA-Ligase 
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 20 µl bei 16°C über 
Nacht inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung konnten die Ligationsansätze bei -20 °C 
gelagert werden. 
Durch die Wahl der Sequenz der Rückwärtsprimer und die Lage der Nco I-Schnittstelle in der 
Multicloning-Site des Vektors, konnten Reportergen-Konstrukte kloniert werden, bei denen 
das Translations-Iniations-Start-ATG des Luciferase-Gens mit dem der davor eingefügten 5’-
UTR des ABCC2-Gens identisch war (Abb. 11).  
 
Tab. 16: Vektor, Namen und Sequenzen der Klonierungsprimer, sowie Restriktionsenzyme und deren 
Schnittstellen. Primer von TIB Molbiol, Restriktionsenzyme von New England Biolabs (NEB). 
Vektor  Primer forward / reverse (Wildtyp / 
Variante) 
* Restriktionsschnittstelle des Enzyms 
Primername Enzym 
pGL3 basic 























Tab. 17: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der Insert-Fragmente 
Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 











DNA (30-100 ng / µl) 1,0  
Aqua bidest. ad  
Endvolumen 50,0  
37 
2 Material und Methoden   
Tab. 18: Thermocycler-Protokoll zur Amplifikation der Insert-Fragmente 
Denaturierung Denatur. Anneal. Elong. Denatur. Anneal. Elong. terminale 
Elongation 
3 min 30 sec. 30 sec. 1,5 min. 30 sec. 30 sec. 1,5 min. 10 min. 
94 °C 94 °C 55 °C 68 °C 94 °C 60 °C 68 °C 68 °C 
 10 Zyklen 30 Zyklen  
 
Tab. 19: Restriktionsansätze für die Insert-Fragmente und den pGL3-basic-Vektor  
 PCR-Produkt (Wildtyp bzw. 
Variante) 
Vektor (pGL3-basic) 
Reagenzien Volumen [µl] Volumen [µl] 
PCR-Produkt 
(nach Aufreinigung des PCR-
Ansatzes) 
43, 0 - 
Vektor (200-300 ng / µl) - 3,0 
NEB Buffer 1 (10x) 5,0 2,0 
Kpn I (10 U/µl) 1,0 1,0 
Nco I (10 U/µl) 1,0 1,0 
Aqua bidest. - 13 µl 
Endvolumen 50,0 20,0 
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Abb. 11: Lokalisation der die 5’-UTR des ABCC2-Gens repräsentierenden Inserts im pGL3-basic Vektor, A 
Insert mit -24C-Allel B Insert mit -24T-Allel (Abbildung des Vektors von Promega). 
 
2.6.2 Hitzeschock-Transformation von kompetenten E. coli Bakterien 
 
Um die gewünschte Plamid-DNA zu vermehren, wurde diese mittels Hitze-
schocktransformation in kompetente E. coli-Zellen (One Shot® TOP 10 Competent Cells, 
Invitrogen) eingeschleust und anschließend durch Kultivierung der Bakterien vermehrt. 
Hierzu wurden die bei -80 °C gelagerten Bakterien zunächst auf Eis aufgetaut. Dann wurden 
von den in 2.6.1 beschriebenen Ligationsansätzen, ebenfalls auf Eis aufgetaut, je 5 µl in je ein 
Bakterienröhrchen pipettiert und kurz durch Schnippen an das Gefäß gemischt. Danach wurde 
30 min. auf Eis inkubiert. Die Hitzeschocktransformation fand durch Fallenlassen der 
Röhrchen in ein auf 42 °C vortemperiertes Wasserbad, wo sie für 30 sec. verblieben, statt. 
Anschließend wurden die Bakterien wieder auf Eis gestellt und 250 µl auf Raumtemperatur 
vortemperiertes S.O.C-Medium (Invitrogen) dazugegeben. Nachdem die Bakterien bei 37°C 
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in einem Thermoschüttler (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 
225 U/min für 1 Stunde geschüttelt worden waren, wurden je 5 µl der Bakterienkulturen in  
95 µl sterilem H20 bidest. verdünnt und auf ampicillinhaltigen (50 µg/ml, Ampicillin, 
Natrimsalz, Sigma) LB-Agarplatten (3,5% LB Agar, Sigma, in LB-Medium) ausplattiert. Der 
Rest der Baktereinkulturen wurde unverdünnt ausplattiert. Da sich auf dem pGL3-basic-
Vektorkonstrukten eine Ampicillinresistenzkassette befindet, konnte dadurch sichergestellt 
werden, dass sich nur Bakterienklone mit der gewünschten Plasmid-DNA vermehrten. Die 
Platten wurden über Nacht, auf dem Kopf liegend, bei 37 °C inkubiert.  
 
2.6.3 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien  
 
Von den in 2.6.2 beschriebenen, über Nacht inkubierten Agarplatten wurden mehrere 
Kolonien gepickt und je in 3 ml ampicillinhaltiges (50 µg/µl) LB-Medium (2% (m/v) LB 
BROTH, Sigma) eingebracht. Diese beimpften Medien wurden wiederum bei 37°C über 
Nacht und 225 U/min in einem Inkubator (Innova™ 4000 incubator shaker, New Brunswick 
Scientific, Nürtingen, Deutschland) geschüttelt. Die Plasmid-DNA konnte dann mittels 




Um die positiven Bakterienklone langfristig zu lagern, wurden vor der in 2.6.3 beschriebenen 
Plasmid-DNA-Aufreinigung zunächst 1000 µl Bakterienkultur mit 500 µl sterilem Glycerin 
(Sigma, verdünnt 1:1 mit Aqua bidest.) gemischt und anschließend in flüssigem Stickstoff 




Um den tatsächlichen Einbau des gewünschten Vektorkonstruktes zu überprüfen, wurden 5 µl 
der Plasmid-DNA (200-300 ng / µl) in einem Restriktionsansatz mit 2 µl Buffer I, je 0,25 µl 
Kpn I und Nco I in einem Gesamtvolumen von 20 µl für 4 Stunden inkubiert. Die 
Auftrennung der Restriktionsfragmente wurde mittels 1%igem Agarosegel durchgeführt. 
Klone, die sowohl eine Bande, die dem linearisierten Vektor, als auch eine Bande, die dem 
Insert entsprach, aufwiesen, wurden anschließend kontrollsequenziert.  
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2.6.6 Kontroll-Sequenzierung von Plasmid-DNA 
 
Die Kontrollsequenzierung der Plasmid-DNA der in 2.6.1 hergestellten Vektorkonstrukte 
(pGL3-ABCC2-C und pGL3-ABCC2-T) wurden am Institut für Klinische Molekularbiologie 
des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, mittels eines ABI PRISM 3730 
DNA Analyzer der Firma Applied Biosystems durchgeführt, wobei das Prinzip der 
Sequenzierung auf der Kettenabbruch-Methode nach Sanger [165] basiert. Unter Verwendung 
des BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems) und der 
Sequenzierprimer RV3 und pGL2plus (Sequenzen s. Tab. 20) (TIB Molbiol), die 
insertflankierend auf der Vektor-DNA sitzen, wurden die Nukleotidsequenzen der Inserts, 
sowie die der Vektor-Insert-Übergänge ermittelt, durch die Chromas Lite Software Version 
2.2 ausgewertet und anschließend mit der Referenzsequenz (Acc.No.: AL133353) 
abgeglichen. 
 
Tab. 20: Namen und Sequenzen der Sequenzierprimer zur Kontrolle der Vektorkonstrukte 
Primername Primersequenz 
RV3 5’-CTA GCA AAA TAG GCT GTC CC 




Sämtliche Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilbank (Hera safe, Heraeus Instruments, 
Hanau) unter Verwendung steriler Zellkulturgefäße und Pipetten durchgeführt. 
 
2.6.7.1 Kultivierung von HepG2-Zellen 
 
Die Kultivierung der HepG2-Zellen erfolgte in MEM (Minimal Essential Medium Eagle)-
Medium mit Earle’s Salzen mit Glutamin (PAA, Pasching, Ösrterreich), dem im 
Volumenverhältnis 10% fetales Rinderseum (FCS Gold, PAA), 1% Pyruvat (PAA), 1% nicht 
essentielle Aminosäuren (PAA), sowie 1% Penicillin / Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, 
Deutschland) zugesetzt wurden. Vor Gebrauch wurde das Medium stets auf 37°C 
vortemperiert. Zunächst wurden die von DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) bezogenen, kryokonservierten HepG2-
Zellen in einem auf 37°C temperierten Wasserbad aufgetaut und sofort nach Auftauen aller 
Eiskristalle aus dem Kryovial in Medium aufgenommen und in einem Gesamtvolumen von 10 
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ml in eine 75cm2 Zellkulturflasche (Cell Culture Flask, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) 
oder auf eine Zellkuturplatte (Nunclon™ Surface, 10 cm Durchmesser, Nunc, Roskilde, 
Dänemark) überführt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Gefäßen in einem 
Brutschrank (Heraeus cell, Heraeus Instruments) bei 37°C und in 5%iger CO2-Atmosphäre. 
Ein erster Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. Nachdem die Zellen eine 60%ige 
Konfluenz erreicht hatten, wurde das Medium abgesaugt und mit 37°C warmen 1 x PBS 
(Gibco) gespült. Durch Zugabe von 2 ml Accutase (PAA) und nach 20-minütigem Inkubieren 
im Brutschrank konnten die vom Boden der Kulturflasche abgelösten Zellen in frischem 
Medium aufgenommen werden. Nachdem diese Zellsuspension bei 1000 U/min für 10 min. 
zentrifugiert wurde (Multifuge 3 SR, Heraeus Instrutments), wurde das im Überstand 
befindliche Medium abgesaugt und die Zellen erneut in 10 ml frischem Medium 
resuspendiert. Diese Zellsuspension (4 x 106 Zellen / 10 cm2 Platte) wurde entweder zur 
Weiterkultivierung auf mehrere Kulturplatten verteilt, oder, wobei allerdings vorher die 
Zellen der Zellsuspension durch Auf- und Abziehen durch eine Kanüle vereinzelt wurden, auf 
eine 96-well-Platte (Tissue Culture Plate 96 well, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) (2 x 104 
Zellen / well) verteilt. Auf diesen 96- well- Zellkultur-Platten wurden dann die Transfektionen 
durchgeführt. 
 
2.6.7.2 Bestimmung der Zellzahl 
 
Zunächst wurden wie in 2.6.7.1 beschrieben die Zellen von der Zellkuturflasche bzw. Platte 
gelöst, abzentrifugiert und dann in 1 ml vorgewärmten 1 x PBS resuspendiert. Davon wurden 
20 µl abgenommen und mit 20 µl einer 0,4 %igen Trypanblau-Lösung (Sigma) versetzt. Nach 
Einbringen der angefärbten Zellsuspension in die Neubauer-Zählkammer (Optik Labor, 
Friedrichshofen, Deutschland) konnte mit Hilfe eines Mikroskops (Olympus CK2, Olympus 
Deutschland, Hamburg, Deutschland) und der in das Deckglas der Zählkammer eingravierten 
Quadrate durch Auszählen die Zellzahl bestimmt werden. 
 
2.6.7.3 Kryokonservierung von HepG2-Zellen 
 
Die langfristige Lagerung der HepG2 Zellen fand bei -196°C in flüssigem Stickstoff statt. 
Hierzu wurden die Zellen zunächst wie in 2.6.7.1 beschrieben von der Kulturflasche gelöst, 
zentrifugiert und in frischem Medium, dem im Volumenverhältnis 5 % DMSO 
(Dimethylsulfoxid, Sigma) zugesetzt worden war, wieder resuspendiert. Je 1 ml dieser 
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Zellsuspension (4 x 105 Zellen / ml) wurde in ein Einfrierröhrchen (Sarstedt) abgefüllt und 
zunächst in einer Styroporbox für 24h bei -80°C langsam eingefroren. Danach wurden die 
Röhrchen in einen Behälter mit flüssigem Stickstoff verbracht.  
 
2.6.8 Transiente Transfektion 
 
Um den Einfluss des ABCC2 -24C>T Polymorphismus auf die Gen-Expression zu 
untersuchen, wurden die beiden in 2.6.1 kreierten Reportergen-Vektorkonstrukte, bei denen 
1229 bp der 5’-UTR des ABCC2-Gens vor das Reportergen des pGL3-basic-Vektors 
(Promega), in diesem Fall die Firefly-Luciferase (aus Photinus pyralis), kloniert worden 
waren, in Form von Plasmid-DNA in HepG2-Zellen transient transfiziert. Die Konstrukte 
unterschieden sich dabei lediglich durch den Basenaustausch, der dem ABCC2 -24C>T SNP 
entsprach. Nach Aussaat der nach 2.6.7.1 gewonnenen HepG2-Zellsuspension auf 96-well-
Platten (2 x104 Zellen / well in 100 µl Medium) wurden die Zellen zunächst 12 Stunden 
kultiviert. Danach wurde das Medium durch vorsichtiges Absaugen und anschließendes 
Überschichten mit frischem Medium gewechselt. Da die Zellen vor der Transfektion  
24 Stunden ohne Penicillin/Streptomycin kultiviert werden mussten, wurde für diesen 
Mediumwechsel Penicillin / Streptomycin-freies, ansonsten aber wie in 2.6.7.1 beschriebenes 
MEM- Medium verwendet. Zur Transfektion wurden zunächst in sterilen Eppendorf-Gefäßen 
(Sarstedt) je well 0,1 µg Vektorkonstrukt (pGL3-ABCC2-C bzw. pGL3-ABCC2-T) und  
0,02 µg des phRL-TK-Vektors (Promega,) in 25 µl Medium für 5 min inkubiert. Der 
kotransfizierte ph-RL-TK-Vektor, der die unter der Kontrolle des Promoters der Thymidin-
Kinase des Herpes simplex virus stehende Renilla-Luciferase (aus Renilla reniformis) als 
Reportergen enthält, diente als interne Kontrolle. Auf die gleiche Weise wurden der pGL3-
basic Vektor (Negativ-Kontrolle) und der pGL3-control Vektor (Promega) (Positiv-
Kontrolle), bei dem die Firefly-Luciferase unter Kontrolle des Simian Virus (SV40)-
Promoters steht, inkubiert. Das hierbei verwendete Medium musste sowohl 
Penicillin/Streptomycin-, als auch FCS-frei sein. Parallel wurde in 25 µl gleichen Mediums 
(ebenfalls Penicillin / Streptomycin und FCS-frei) 0,5 µl Lipofectamin™ 2000 Transfection 
Reagent (Invitrogen) für 5 min inkubiert. Danach wurden beide Ansätze vereinigt und weitere 
20 min inkubiert. Anschließend wurden die erhaltenen 50 µl des Transfektionsansatzes 
vorsichtig auf die Zellen pipettiert, so dass sich nun in jedem well ein Gesamtvolumen von 
150 µl befand. Nach 4 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, um die Zellen bei 
allzu langer Einwirkung vor toxischen Eigenschaften des Lipofectamin™ 2000 zu schützen. 
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Dafür wurde der Überstand durch Absaugen entfernt und die Zellen wieder vorsichtig mit 
frischem Medium überschichtet. Hierbei konnte wieder das sonst zur Kultivierung benutzte 
komplette MEM-Medium verwendet werden. Nach 24 Stunden weiterer Kultivierung wurde 
die Aktivität sowohl der Firefly-, als auch der Renilla-Luciferase bestimmt. 
 
2.6.9 Bestimmung der Luciferase-Aktivität 
 
Zur Bestimmung des Einflusses des sich auf der 5’-UTR des ABCC2-Gens befindenden  
-24C>T SNPs auf die Aktivität des Reportergens Firefly-Luciferase wurde das Dual-
Luciferase® Reporter Assay System (Promega) verwendet. Das Prinzip dieses Assays beruht 
auf der Möglichkeit, sequentiell zuerst die Firefly-Luciferaseaktivität der Reportergen-
Vektorkonstrukte, anschließend die Renilla-Luciferaseaktivität des internen Standards zu 
bestimmen. Unter Lichtemission wird bei der Firefly-Luciferasereaktion in Anwesenheit von 
Sauerstoff, Mg2+-Ionen und ATP Luciferin zu Oxyluciferin umgesetzt [166]. Bei der Renilla-
Luciferasereaktion wird das Substrat Coelenterazin ebenfalls unter Lichtentwicklung 
decarboxyliert. Die Intensitäten beider Lichtemisionen können luminometrisch bestimmt 
werden und entsprechen der Aktivität der Enzyme. Die benötigten, sich in diesem Kit 
befindenden Reagenzien (Passive Lysis-Buffer, Luciferase Assay Reagent II und 
Stop&Glo®-Reagent) wurden nach Herstellerangaben hergestellt. Dann wurde zunächst von 
den transfizierten Zellen das Medium abgenommen, mit 30 µl PBS je well gespült und 
anschließend mit 20 µl je well Lyse-Puffer überschichtet. Nachdem die Zellen 15 min unter 
leichtem Schwenken bei Raumtemperatur lysiert worden waren, wurde das Zelllysat in 
Luminometerplatten (Nunclon™ Surface, 96well cell culture plate, white bottom, NUNC, 
Roskilde, Dänemark) überführt. Anschließend wurden über einen Injektor des Luminometers 
(Turner Biosystems, Sunnyvale, USA) das Luciferase Assay Reagent II auf das Lysat 
pippetiert und nach 2 sec. die Firefly-Luciferaseaktivität gemessen. Nach 10 sec. wurde dann 
durch einen zweiten Injektor die Stop&Glo®-Reagent dazugegeben, wodurch die Firefly-
Lucifreasereaktion gestoppt, gleichzeitig aber die Renilla-Luciferasereaktion gestartet wurde. 
Wiederum nach 2 sec. wurde dann die Renilla-Luciferaseaktivität bestimmt. Die 
Luciferaseaktivitäten wurden zunächst in relative light units (RLU) editiert. Da die Firefly- 
anschließend auf die Renilla-Luciferaseaktivität normalisiert wurde, wurde die Aktivität der 
Reportegen-Vektorkonstrukte dann aber als dimensinslose Ratio Firefly/Renilla 
Luciferaseaktivität angegeben. 
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2.7 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 
Um den Einfluss des ABCC2 -24C>T Polymorphismus auf die Bindung von Kernproteinen 
an die DNA zu untersuchen, wurde ein Gel Shift Assay, oder auch Electrophoretic Mobility 
Shift Assay (EMSA) durchgeführt. Dies ist eine Methode zur Detektion von DNA-bindenden-
Proteinen. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass im elektrischen Feld DNA-Protein-
Komplexe langsamer durch ein nichtdenaturierendes Polyacrylamidgel wandern als freie 
DNA-Fragmente. Durch die Verwendung von radioaktiv markierten Sonden, die einen Teil 
der 5’-UTR des ABCC2-Gens darstellten und die entweder das Wildtyp- oder das 
Variantenallel enthielten, wurde die Bindung von Kernproteinen in Abhängigkeit zum  
-24C>T SNP untersucht.  
 
2.7.1 Isolierung von Kernproteinen 
 
HepG2 Zellen wurden auf einer 10 cm Zellkulturschale wie oben beschrieben kultiviert bis sie 
fast konfluent gewachsen waren. Zunächst wurden nach Absaugen des Mediums gründlich 
mit auf 37 °C aufgewärmten 1 x PBS gespült. Dann wurden nach Zugabe von 500 µl Lyse-
Puffer A, die Zellen auf Eis abgekratzt und in ein Eppendorf-Tube überführt. Es ist zu 
beachten, dass den Lysepuffern A (10 mM HEPES, pH=7,9 (Sigma), 10 mM KCl (Merck), 
0,2 mM EDTA (Merck)) und B (10 mM HEPES, pH=7,9 (Sigma), 0,4 M NaCl (Merck),  
0,2 mM EDTA (Merck)) vor Verwendung 1 mM DTT (Amersham, Freiburg, Deutschland), 
0,5 mM PMSF (Amersham) und 10 µg/ml Aprotinin (Amersham) frisch zugesetzt werden 
muss. Dieses Tube wurde 10 sec. gevortext und eine Stunde auf Eis stehen gelassen. Danach 
wurden die Zellen bei 4 °C im Kühlraum im EppiSchüttler (IKA-Vibrax-VXR, IKA-Werke, 
Staufen, Deutschland) 5 min. geschüttelt und anschließend ebenfalls bei 4 °C und 4000 rpm 
zentrifugiert (Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Durch diese Schritte wurde die Integrität der 
Zellmembranen aufgelöst und das Zytosol freigesetzt. Der Überstand wurde verworfen und 
das entstandene Pelett in 50 µl Lyse-Puffer B durch Auf- und Abpipettieren homogen 
resuspendiert. Nun wurde die Probe wieder 15 min. im Eppischüttler bei 4 °C im Kühlraum 
geschüttelt und anschließend 10 min. bei 13 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Hierdurch wurde 
das Kernplasma extrahiert, während die intakte Kernhülle und die genomische DNA 
zurückbleiben. Der sich nun im Überstand befindende Kernproteinextrakt wurde vorsichtig in 
ein neues Tube überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C eingefroren. 
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2.7.1.1 Bestimmung des Proteingehaltes 
 
Zur Protein-Gehalt-Bestimmung des Kernextraktes, der aus HepG2 Zellen isoliert wurde, 
wurde die Methode nach Bradford [167] angewandt. Die Methode basiert auf der 
Beobachtung, dass bei Bindung an Proteine sich das Absorptionsmaximium einer Commassie 
Brilliant Blau G-250 Lösung von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Hierzu wurde zunächst eine 
Standardreihe aus 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 µg/µl BSA (bovine serum albumine) hergestellt. Das 
zuvor 1:50 verdünnte Kernprotein-Isolat und die Standards wurden mit der nach 
Herstellerangaben verdünnten Färbelösung (Protein Assay, Biorad) zusammengemischt, kurz 
gevortext und 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Absorption bei einer 
Wellenlänge von 595 nm gemessen. Setzt man die Absorption der Probe mit der der 
Standards mittels linearer Regression in Relation, so kann der Protein-Gehalt des isolierten 




Um doppelsträngige DNA-Sonden, in diesem Falle zwei 41 bp lange DNA-Fragmente, die 
der 5’-UTR des ABCC2-Gens entsprachen (Position 131 364 – 131 404, Acc No. AL133353) 
herzustellen, die entweder das Wildtyp- oder Varianten-Allel des beschriebenen -24C>T 
SNPs enthielten (Sequenz des jeweiligen 5’-3’-Stranges der Sonden -24C und -24T  
s. Tab. 21), wurden zunächst zwei entsprechende einzelsträngige Oligonukleotide, sowie 
deren jeweilig gegenläufige Komplementäre generiert. Die Oligonukleotide (TIB Molbiol) 
wurden in einem salzhaltigen Puffer (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl (Merck), 1 mM 
EDTA (Merck)) gelöst und dann Strang und jeweiliger Gegenstrang äquimolar gemischt. Das 
Hybridisieren, oder auch Annealing, der Olignulkleotide zu den doppelsträngigen DNA-
Sonden fand während eines langsamen Abkühlungsprozesses statt. Hierfür wurden die 
Oligonukleotidmischungen in einen auf 94 °C aufgeheizten Heizblock (Thermomixer 
compact, Eppendorf) eingestellt, der dann einfach ausgeschaltet wurde. Die DNA-Sonden 
konnten nach Abkühlung bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.  
Durch Stöckel et al. wurde für die Sequenz „TATTAA“ (Position 131 365 - 131 371,  
Acc. No.: AL133353) eine putative Bindesequenz für BRN2 (Brain-specific factor 2) 
beschrieben [80], welche auch in den beiden Sonden enthalten war (Position 2-7). Um zu 
prüfen, ob auch noch andere Proteine an den hergestellten DNA-Sonden binden können, 
wurden in gleicher, wie oben beschriebener Weise zwei zusätzliche, doppelsträngige DNA-
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Sonden generiert, die am 5’-Ende um 5 bzw. 10 bp verkürzte Varianten der Sonde -24C 
darstellten (∆1-24C, ∆2-24C, Tab. 21) und somit eine unvollständig Bindestelle für BRN2 
aufwiesen.  
  




5’-3’-Sequenz der doppelsträngigen DNA-Sonde 
-24C 5’-ATA TTA ATA GAA GAG TCT TCG TTC CAG ACG CAG TCC 
AGG AA 
-24T 5’-ATA TTA ATA GAA GAG TCT TTG TTC CAG ACG CAG TCC 
AGG AA 
∆1-24C 5’-AAT AGA AGA GTC TTC GTT CCA GAC GCA GTC CAG 
GAA 




Eine Voraussetzug für den Electrophoretic Mobility Shift Assay ist die radioaktive 
Markierung von DNA-Sonden. Hierfür wurde die Fähigkeit der T4-Polynukleotid-Kinase, das 
γ-Phosphat von ATP auf die terminale 5’-OH-Gruppe eines DNA-Fragments zu übertragen, 
ausgenutzt [168], wobei die Kinase und der Puffer des Gel Shift Assay Systems der Firma 
Promega verwendet wurden. Zusammen mit [γ-32P]-ATP (10 mCi/ml, Amersham) und den 
oben generierten DNA-Sonden wurden diese in einem sterilen Eppendorftube wie in Tab. 22 
dargestellt zusammenpipettiert. 
Die Reaktionsansätze wurden dann für 30 min. bei 37 °C inkubiert. Für die spätere Messung 
der Einbaurate wurde 1 µl je Ansatz mit samt der Pipettenspitze in je ein 
Szintilationsröhrchen überführt. Danach wurden, um die markierten DNA-Sonden von nicht 
eingebautem [γ-32P]-ATP und nicht markierten Oligonukleotiden abzutrennen, die Ansätze 
auf je eine Aufreinigungssäule (MicroSpin™ G-25 Coulmns, Amersham) gegeben und 2 min. 
bei 2800 rpm zentrifugiert. Die Säulen waren vorher entsprechend den Herstellerangaben 
durch vortexen und abzentrifugieren des Puffers für die Aufreinigung vorbereitet worden. 
Nach der Aufreinigung wurde je Eluat wiederum 1 µl wie oben beschrieben in je ein 
Szintilationsröhrchen überführt. Durch Messung der Zerfallsraten im Szintilationsmesser 
(Liquid Scintillation Conter WALLAC 1409, PerkinElmer Wallac, Freiburg, Deutschland), 
sowohl vor, als auch nach der Aufreinigung, konnte die Effizienz der Markierung bestimmt 
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werden. Dabei sollte die Einbaurate zwischen 20 und 30 % liegen. Da bei der späteren 
Hybridisierungsreaktion mit den Proteinen des Kernextrakt der HepG2-Zellen die DNA-
Sonden mit jeweils 30 000 cpm eingesetzt wurden, mussten die aufgereinigten Sonden-Eluate 
noch auf die entsprechende Anzahl der Zerfalle mit H20 bidest. verdünnt werden. 
 
Tab. 22: Reaktionsansatz für die Markierung der DNA-Sonden 
Reagenzien Volumina [µl] Endkonzentration 
Aqua bidest.  14  - 
Kinase-Puffer (10 x)  2  1x 
DNA-Sonde (100 ng / µl),-24C bzw. -24T 2  10 ng / µl 
T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/µl) 1  0,5 U / µl 
[γ-32P]-ATP (10 mCi / ml) 1  10 µCi 
Endvolumen 20   
 
2.7.4 Inkubation der DNA-Sonden mit dem HepG2-Kernextrakt 
 
Die in 2.7.3 beschriebenen [32P]-5’-endmarkierten DNA-Sonden, eingestellt auf 30 000 cpm, 
wurden mit dem Kernproteinextrakt von HepG2-Zellen inkubiert. Um die Spezifität von 
DNA-Protein-Bindungen nachzuweisen, wurden zusätzliche Kompetitionsexperimente 
durchgeführt. Hierbei wurden den Inkubationsansätzen, die generell den unspezifische 
Kompetitor Poly(dI-dC)• (dI-dC) (Amersham) enthielten, dieselben, aber unmarkierten DNA-
Sonden als spezifische Kompetitoren zugesetzt. In der Tabelle 23 sind die verschiedenen 
Inkubationsansätze, nach der Reihenfolge des Zusammenpipettierens der Einzelkomponenten 
aufgeführt, wobei der 5x Binding Buffer des Gel Shift Assay Systems® (Promega) zur 
Anwendung kam. Die Ansätze wurden dann für 30 min. bei 4°C inkubiert, bevor sie dann 
durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden. 
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Reagenzien Volumina [µl] 
Aqua bidest.  6  5  4  
Binding Buffer 5x (Promega®)  2  2  2  
Poly(dI-dC)•(dI-dC) (500 ng /µl) 1  1  1  
HepG2-Kernextrakt (5 µg /µl) - 1  1  
unmarkierte DNA-Sonde (-24C bzw. -24T), 
(100 ng / µl, 200 ng / µl) 
- - je 1  
[32P]-5’-endmarkierte Sonde  












Zur Auftrennung nicht gebundener DNA-Sonden von Protein-DNA-Komplexen wurde die 
vertikale Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese benutzt. Bei Polyacrylamid handelt es sich um 
ein Polymerisationsprodukt aus Acrylamid und Bisacrylamid, wobei der Vernetzungsgrad und 
damit die Porengröße abhängig sind von der Acrylamidkonzentration und dem Verhältnis der 
beiden eingesetzten Monomere. Die Polymerisationsrektion wird durch APS 
(Ammoniumpersulfat, Sigma) und TEMED (N, N, N’, N’,-Tetramethylethylendiamin, Sigma) 
katalysiert. In diesem Falle wurde ein 4%-iges Polyacrylamid-Gel hergestellt, wobei das 
Verhätnis Acrylamid / Bisacrylamid 60:1 gewählt wurde. Die zur Gelherstellung verwendeten 
Komponenten setzten sich bei einem Gesamtvolumen von 30 ml wie folgt zusammen:  
3 ml 5 x TBE, 1,13 ml Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) (40% m/v) (Sigma), 1,88 ml 
Acrylamid-Lösung (40%) (Sigma), 938 µl Glycerin (80% v/v) (Sigma), sowie 24,4 ml H20 
bidest. . Um die Polymerisationsreaktion zu starten wurden dann 300 µl des frisch 
hergestellten APS (10%) und 25 µl TEMED  zugesetzt. Das noch flüssige Gel wurde zügig 
zwischen die beiden Glasplatten gegossen und der Kamm für die Geltaschen blasenfrei 
eingesetzt. Die Auspolymerisierung fand dann für zwei Stunden bei Raumtemperatur statt. 
Wenn die Elektrophorese erst am nächsten Tag durchgeführt werden sollte, so konnte das Gel, 
verpackt in befeuchtete Einmalpapierhandtücher und Frischhaltefolie, über Nacht bei 4 °C 
gelagert werden. Für die Elektrophorese wurde das Gel vertikal in die Kammer (Multigel-
Long, Biometra, Göttingen, Deutschland) eingespannt und diese mit 0,5 x TBE Laufpuffer 
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befüllt. Die Taschen wurden gründlich mit Laufpuffer gespült. Um die Proben besser 
einfüllen zu können, wurden die Taschen von außen auf der Glasplatte mit einem Folienstift 
markiert. Nachdem das Gel eine halbe Stunde bei 250 V vorgelaufen war, konnten die in 2.7.4 
erstellten Inkubationsansätze in die Taschen gefüllt werden. Zur Kontrolle der Laufstrecke 
wurden zusätzlich in eine weitere Tasche 8 µl Blaumarker (BlueJuice™ Gel-Loading Buffer, 
Invitrogen) pipettiert. Die Elektrophorese wurde dann für 45 min. bei einer Spannung von  
170 V durchgeführt.  
 
2.7.6 Auswertung des Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 
Nach Auftrennung der Proben mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde der Gel shift 
assay durch Autoradiographie ausgewertet. Hierzu wurde nach der Elektrophorese in der 
Dunkelkammer ein Film (Kodak BioMax, Kodak, Stuttgart) auf das Gel gelegt und für  
24-48 Stunden bei -70°C in einer Filmkassette der radioaktiven Strahlung ausgesetzt. Die 
durch diese Strahlung verursachte Belichtung des Films ergab ein Bandenmuster, das durch 
anschließende Fotoentwicklung sichtbar gemacht werden konnte.  
 
 
2.8 Berechnung von mRNA-Sekundärstrukturen 
 
Um die putativen mRNA-Sekundärstrukturen der verschiedenen ABCC2-Haplotypen zu 
berechnen, wurde der „Mfold“ web-server [169] verwendet. Nach Aufladen der den 
Haplotypen entsprechenden ABCC2-cDNA-Sequenzen, wurde die Sekundärstruktur der 
mRNA berechnet. Die Refernzsequenz Acc. No.: NM 000392 wurde hierbei als Grundlage 
verwendet. Die Struktur mit der geringsten freien Energie wurde als die stabilste und 
wahrscheinlichste Variante angenommen.  
 
 
2. 9 Statistische Methoden 
 
Es wurde überprüft, ob sich die untersuchte Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
befindet. Dieses Gesetz beschreibt den Zusammenhang zwischen Allelfrequenz und 
Genotypenfrequenz (p2 +2pq+q2=1, wobei p und q die beobachteten Allelfrequnzen der 
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beiden Allele an einem Gen-Lokus darstellen). Die beobachteten und erwarteten Häufigkeiten 
wurden dann mittels chi2-Test verglichen.  
Zur Untersuchung möglicher Unterschiede in den Genotypenhäufigkeiten zwischen Patienten 
und Kontrollgruppe wurde ebenfalls der chi2-Test angewandt. Die Odds ratio wurde 
berechnet, um zu überprüfen, ob der Genotyp ein Risikofaktor für die Erkrankung darstellt. 
Dabei wurde das Statcalc-Programm (version 6.0) benutzt. 
Mit Hilfe des EH-Programms [170] konnte anhand der ermittelten Genotypenhäufigkeiten die 
Frequenz bestimmter, in der untersuchten Population vorkommender Haplotypen abgeschätzt 
werden. 
Um auf Unterschiede der Expressionen in Abhängigkeit vom Genotyp, des histologischen 
Subtyps oder des Tumorstadiums zu prüfen, wurden unter Verwendung der Statistik-Software 
SPSS version 13.0 der Mann-Whitney-U Test und der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Der 
Jonckheere-Terpstra-Test wurde verwendet, um auf einen Trend innerhalb der verschiedenen 
Genotypen eines SNPs hinsichtlich ihres Einflusses auf die Transporterexpression zu testen. 
In dieser Arbeit wurde eine maximale Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05) als 
Signifikanzgrenze, die als zweiseitige Signifikanz berechnet wurde, angenommen. Lediglich 
bei multiplem Testen wurde die Bonferroni-Holm-Methode angewandt, wobei sich die 
Signifikanzgrenze entsprechend der Anzahl der Tests (n) nach der Beziehung 0,05 / n 
verringerte. 
51 




3.1 Genotypisierung  
 
3.1.1 Verteilung der ABCB1- und ABCC2-Genotypen in Nierenzellkarzinompatienten 
und in gesunden Probanden 
 
Es wurden die ABCB1-Polymorphismen -2352G>A, -692T>C, 2677G>T/A (Ala893Ser/Thr) 
und 3435C>T, sowie die ABCC2-Polymorphismen -24C>T, 1249G>A (Val417Ile) und 
3972C>T im Tumorgewebe, im angrenzenden, gesunden Gewebe, sowie in den Lymphozyten 
der gesunden Probanden untersucht.  
Alle ermittelten Genotypenfrequenzen befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Die 
Genotypen im Tumorgewebe und angrenzendem gesundem Gewebe waren identisch. Das 
heißt, dass im Tumorgewebe keine Neumutationen an den entsprechenden Loci nachgewiesen 
werden konnten. Tabelle 24 zeigt die Allel- und Genotypenverteilungen unter den 82 
Nierenzellkarzinompatienten, sowie unter den 164 gesunden Probanden. Die 
Genotypenverteilung bei Patienten und Kontrollen wiesen keine signifikanten Unterschiede 
auf. Somit war keiner der untersuchten Polymorphismen ein Risiko-Faktor für die Entstehung 
des Nierenzellkarzinoms. Auch nach Unterteilung der Patienten-Gruppe in die histologischen 
Subgruppen der klarzelligen und nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinome wurden keine 
signifikanten Unterschiede gegenüber den gesunden Kontrollen hinsichtlich deren Allel- und 
Genotypenverteilung gefunden. Beispielsweise betrug die Häufigkeit des ABCB1 3435T-
Allels 53,7 % bei den gesunden Probanden, bei Patienten mit klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen 60,3 % (p = 0,20) und bei Patienten mit nicht-klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen 47,3 % (p = 0,46). 
Auffällig war allerdings, dass der Genotyp ABCC2 1249AA bei den 
Nierenzellkarzinompatienten überhaupt nicht auftrat. Der Vergleich der Allelfrequenzen 
ergab für 1249A eine Häufigkeit von 15,1 % bei den klarzeligen Nierenkarzinom-Patienten 
im Gegensatz zu 22,2 % bei den gesunden Probanden, wobei jedoch der Unterschied keine 
statistische Signifikanz erreichte (p = 0,09). 
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Tab. 24: Allel- und Genotypenfrequenzen in 82 Nierenzellkarzinompatienten und 164 gesunden Probanden 







  Pat. Kontr.  Pat. Kontr.   
ABCB1         
-2352 G 99,4 99,1 GG 98,8 98,2 0,66 (0.03-7,29) 0,72 
 A 0,6 0,9 GA 1,2 1,8   
    AA 0,0 0,0   
-692 T 98,0 97,0 TT 96,3 93,3 0,53 (0,11-2,12) 0,33 
 C 2,0 3,0 TC 3,7 6,7   
    CC 0,0 0,0   
2677 G 58,5 54,3 GG 35,4 32,3 0,87 (0,48-1,59) 0,63 
 T 39,6 43,6 GT 42,7 41,5   
 A 1,8 2,1 TT 18,3 22,0   
    GA 3,7 2,4   
    TA 0,0 1,8   
    AA 0,0 0,0   
3435 C 42,7 46,3 CC 18,3 22,6 1,3 (0,64-2,69) 0,44 
 T 57,3 53,7 CT 48,8 47,6   
    TT 32,9 29,9   
ABCC2         
-24 C 78,0 81,4 CC 64,6 68,9 1,21 (0,67-2,20) 0,50 
 T 22,0 18,6 CT 26,8 25,0   
    TT 8,5 6,1   
1249 G 83,5 77,8 GG 67,1 61,6 0,79 (0,43-1,43) 0,40 
 A 16,5 22,2 GA 32,9 32,3   
    AA 0,0 6,1   
3972 C 62,8 69,2 CC 41,5 51,2 1,48 (0,84-2,62) 0,15 
 T 37,2 30,8 CT 42,7 36,0   
    TT 15,9 12,8   
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3.1.2 Verteilung der ABCB1- und ABCC2-Haplotypen in Nierenzellkarzinompatienten 
und in gesunden Probanden 
 
Mittels des EH-Programms [170] war es möglich, die Häufigkeit der durch die ABCB1- bzw. 
durch die ABCC2- Polymorphismen gebildete Haplotypen in dem Patienten- und in dem 
Kontrollkollektiv abzuschätzen.  
Da die beiden SNPs -2352G>A (Allelfrequenz: 0,6 % bzw. 0,9 %) und -692T>C 
(Allelfrequenz: 2,0 % bzw. 3,0 %) mit nur geringer Häufigkeit auftraten, wurden sie in die 
Haplotypenberechnung nicht mit einbezogen. Es konnten bei den Patienten vier und bei den 
Kontrollen sechs ABCB1-Haplotypen identifiziert werden (Tab. 25). Bei Auswertung der 
durch das EH-Programm gelieferten Daten zeigte sich ein Linkage disequilibrium der beiden 
Polymorphismen 2677G>T/A und 3435C>T, dieses betrug bei den gesunden Kontrollen 86%, 
bei den Patienten 100%. Die Haplotypen H1 (2677G/3435C), H2 (2677G/3435T) und H4 
(2677T/3435T) waren dabei die häufigsten und stellten bei den Patienten 98,2 % und bei den 
gesunden Probanden 91,8% aller Haplotypen. Der Vergleich mittels 12-Felder-Test ergab 
einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen (χ2 =11,63, df=5,  
p = 0,04), wobei auffiel, dass der in der gesunden Probandengruppe mit 6,1 % Häufigkeit 
gefundene Haplotyp H3 (2677T/3435C) bei den Patienten überhaupt nicht auftrat. Diese drei 
häufigsten ABCB1-Haplotypen (H1, H2 und H4) bildeten in der Patientengruppe sechs 
Diplotypen: H1/H1 (15,8%), H1/H2 (18,3 %), H1/H4 (29,3%), H4/H4 (18,3 %), H2/H4  
(13,4 %) und H2/H2 (1,2 %). Bei den gesunden Probanden war nicht jedem Individuum ein 
definierter Diplotyp zuzuordnen, da auf Grund der zusätzlich vorkommenden Haplotypen H3 
(2677T/3435C) und H6 (2677A/3435T) sich für einige Diplotypen mehrere theoretische 
Haplotyp-Kombinationen ergaben.  
Auch bei der Untersuchung der ABCC2-SNPs zeigte sich eine starke Verlinkung der 
Polymorphismen -24C>T und 3972C>T. Diese betrug bei den gesunden Kontrollen 92,5%, 
bei den Patienten 100%. Des Weitern ergaben die Berechnungen ebenfalls vier Haplotypen 
bei den Patienten und sechs bei den gesunden Kontrollen (Tab. 25). Der Vergleich der 
Patienten und der Kontrollen hinsichtlich der ABCC2-Haplotypen-Frequenzen ergab keinen 
signifikanten Unterschied (χ2 = 8,55, df = 5, p = 0,13). Die vier ABCC2-Haplotypen H1  
(-24C/1249G/3972C), H3 (-24C/1249A/3972C), H5 (-24C/1249G/3972T) und H6  
(-24T/1249G/3972T) bildeten bei den Patienten neun Diplotypen: H1/H1 (23,2 %), H1/H3 
(18,3 %), H1/H5 (9,8 %), H3/H6 (4,9 %), H5/H5 (1,2 %), H5/H6 (6,1%), H6/H6 (8,5 %). 
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Auch hier war bei den gesunden Kontrollen auf Grund der zusätzlichen Haplotypen keine 
eindeutige Diplotypen-Zuordnung möglich. 
 
Tab. 25: Frequenzen der ABCB1- und ABCC2-Haplotypen in 82 Nierenzellkarzinompatienten und 164 
gesunden Probanden, berechnet mit dem EH-program [170]. 
ABCB1 2677G>A/T 3435C>T  Frequenz [%] 
Haplotyp     Patienten Kontrollen 
H1 G C  40,9 38,8 
H2 G T  17,7 15,5 
H3 T C  0,0 6,1 
H4 T T  39,6 37,5 
H5 A C  1,8 1,5 
H6 A T  0,0 0,6 
    χ2 = 11,63, df = 5, p = 0,04 
     
ABCC2 -24C>T 1249G>A 3972C>T Frequenz [%] 
Haplotyp    Patienten Kontrollen 
H1 C G C 45,8 47,0 
H2 T G C 0,0 1,4 
H3 C A C 16,4 20,8 
H4 T A C 0,0 0,0 
H5 C G T 15,8 12,2 
H6 T G T 22,0 17,2 
H7 C A T 0,0 1,4 
H8 T A T 0,0 0,0 
    χ2 = 8,55, df = 5, p = 0,13 
 
 
3.2 Bestimmung der ABCB1- und ABCC2-Gen-Expression  
 
Nach Umschreiben der Gesamt-RNA-Menge in cDNA wurde deren Gehalt mittels Real-time 
PCR (TaqMan™-Technologie) bestimmt, wobei eine absolute Quantifizierung durchgeführt 
wurde. Es konnten in insgesamt 79 nicht-tumorösen und 71 tumorösen kortikalen 
Nierengeweben die RNA-Menge von ABCB1 und ABCC2, bezogen auf den internen 
Standard 18S rRNA, das sich gegenüber den anderen „house-keeping“-Genen β-Actin und 
RPLP0 als am meisten konstitutiv exprimiert erwies, bestimmt werden.  
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Die Bestimmung des ABCB1- und ABC2-Proteingehaltes wurde mittels Immunhistochemie 
durchgeführt. Die Quantifizierung der positiven Signale der Antikörperreaktion erfolgte in 
fünf zufällig ausgewählten Ausschnitten eines jeden Gewebe-Schnittes, aus denen dann der 
Mittelwert gebildet wurde. Der Proteingehalt wurde in insgesamt 22 nicht-tumorösen und 23 
tumorösen kortikalen Nierengeweben bestimmt. 
 
3.2.1 Vergleich des nicht-tumorösen und des tumorösen kortikalen Nierengewebes 
hinsichtlich der ABCB1- und ABCC2-mRNA- und Proteinexpressionen 
 
Es zeigte sich, dass im nicht-tumorösen Gewebe die Proteine ABCB1 und ABCC2 signifikant 
höher exprimiert waren, als im tumorösen Gewebe (p<0,001 bzw. p<0,001). Auf RNA-Ebene 
konnte dies auch für ABCB1 (p = 0.026) und tendenziell auch für ABCC2 (p = 0,056) 
beobachtet werden. Unterteilte man jedoch die Tumorgewebe hinsichtlich ihrer histologischen 
Subgruppen in klarzellige und nicht-klarzellige Nierenzellkarzinome, so wurde deutlich, dass 
der ABCB1-Protein-Gehalt um den Faktor 70 im normalen Gewebe höher war als in den 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen (Median: 349,5 vs. 5; p<0,001). Im Gegensatz dazu war in 
den nicht-klarzelligen Tumoren das ABCB1-Protein auf ähnlichem Niveau exprimiert wie im 
normalen Gewebe (p = 0,62). (Abb. 12 B). Auf RNA-Ebene zeigte sich eine höhere mediane 
ABCB1-Expression im normalen gegenüber dem klarzelligen Tumorgewebe (2,2 x 10-3 vs. 
1,0x 10-3; p = 0,017), wobei nach der Bonferroni-Holm-Methode ein p-Wert von 0,016 als 
Signifikanzgrenze angenommen wurde. Demgegenüber waren die RNA-
Expressionsunterschiede zwischen normalem und nicht-klarzelligem Nierenzell-
karzinomgewebe nicht signifikant (p = 0.508) (Abb. 12 A).  
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Abb. 12: Relative ABCB1-mRNA-Expression (A) und ABCB1-Proteingehalt (B) im nicht-tumorösen und im 
Tumorgewebe, das in klarzelliges und nicht-klarzelliges Nierenzellkarzinomgewebe unterteilt wurde (p-Werte 
durch Mann-Whintney U Test berechnet).  
Im Gegensatz dazu unterschieden sich die ABCC2-Proteinmengen im klarzelligen und im 
nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomgewebe nicht voneinander (p = 0,635). Beide waren 
signifikant niedriger exprimiert als im nicht-tumorösen Gewebe (klarzellig: p<0,001; nicht-
klarzellig: p = 0,002) (Abb. 13 B). Auf mRNA-Ebene wies das normale Gewebe eine 
signifikant höhere ABCC2-Expression als im nicht-klarzelligen Nierengewebe (p = 0.009) 
auf, während gegenüber dem klarzelligen Tumorgewebe kein signifikanter mRNA-
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Abb. 13: Relative ABCC2-mRNA-Expression (A) und ABCC2 Protein-Gehalt (B), im nicht-tumorösen und im 
Tumorgewebe, das in klarzelliges und nicht-klarzelliges Nierenzellkarzinomgewebe unterteilt wurde (p-Werte 
durch Mann-Whintney U Test berechnet).  
 
3.2.2 Untersuchung des Einflusses der ABCB1- und ABCC2-Polymorphismen auf die 
Transporterexpression  
 
Bei der Betrachtung der ABCB1-mRNA-Expressionen im nicht-tumorösen kortikalen 
Nierengewebe zeigte sich ein signifikanter Einfluss sowohl des 2677G>T/A als auch des 
3435C>T Polymorphismus. Gewebeproben, die mindestens ein 2677T/A-Allel aufwiesen, 
zeigten gegenüber den homozygoten 2677G-Proben höhere mediane ABCB1-mRNA-
Expressionen. (2677GG: 1,06 x 10-3, 2677GT/A: 3,25 x 10-3 ,2677TT: 3,81 x 10-3; p = 0,023, 
Kruskal-Wallis Test, p = 0,012, Jonckheere-Terpstra-Test) (Abb. 14 A). Ebenso zeigten 
Varianten-Allel-Träger des 3434C>T Polymorphismus signifikant erhöhte mediane ABCB1-
mRNA-Expressionen gegenüber den homozygoten 3435C-Allelträgern (3435CC:  
0,935 x 10-3, 3435CT: 1,71 x 10-3, 3435TT: 3,93 x 10-3; p = 0,043, Kruskal-Wallis Test,  
p = 0,017 Jonckheere-Terpstra-Test) (Abb. 14 B). Berücksichtigte man die drei häufigsten 
ABCB1-Haplotypen H1 (2677G/3435C), H2 (2677G/3435T) und H4 (2677T/3435T) und die 
sich daraus ergebenden Diplotypen, so zeigten die Diplotypen H1/H4 (p = 0,044), H4/H4  
(p = 0,134) und H2/H4 (p = 0,01) (Mann-Whitney-U Test) tendenziell erhöhte mRNA-
Expressionen gegenüber H1/H1, wobei für das Multiple Testen eine Signifikanzgrenze von  
p = 0,008 angenommen wurde (p = 0,11, Kruskal-Wallis Test, p = 0,005 Jonckheere-Terpstra-
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Test) (Abb. 15 A). Ein Einfluss der beiden ABCB1-Polymorphismen auf den ABCB1-
Protein-Gehalt in nicht-tumorösen Geweben war jedoch nicht zu erkennen. Auch die ABCB1-
Diplotypen beeinflussten den Proteingehalt im nicht vom Tumor befallenem Gewebe nicht  
(p = 0,46; Kruskal-Wallis Test) (Abb. 15 B). In den tumorösen kortikalen Nierengeweben war 
weder auf mRNA-, noch auf Proteinebene ein Einfluss der beiden Polymorphismen 
2677G>T/A und 3435C>T zu beobachten. 
 




























Abb. 14: A Relative ABCB1-mRNA-Expression in Abhängigkeit von den Genotypen 2677G>T/A (p = 0,023) 
und B 3435C>T (p = 0,043) (Kruskal-Wallis Test) im nicht–tumorösen kortikalen Nierengewebe. 
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Abb. 15: A Relative ABCB1-mRNA-Expression (p =  0,067) und B ABCB1-Protein-Gehalt (p = 0,46) (Kruskal-
Wallis Test) in Abhängigkeit von den ABCB1-Diplotypen im nicht-tumorösen kortikalen Nierengewebe.  
 
Im nicht-tumorösen kortikalen Nierengewebe zeigte der Polymorphismus ABCC2 -24C>T, 
nicht aber die SNPs 1249G>A und 3972C>T, einen signifikanten Einfluss auf die mRNA-
Expression. Homoozygote -24C-Allel-Träger wiesen um den Faktor 1,91 bzw. 1,43 höhere 
mediane ABCC2-mRNA-Expressionen auf als heterozygote bzw. homozygote -24T-
Allelträger (p = 0,032, Kruskal-Wallis Test, p = 0,01 Jonckheere-Terpstra-Test) (Abb. 16 A). 
Im Tumorgewebe war dieser Einfluss des -24C>T SNPs auf mRNA-Ebene tendenziell 
ebenfalls zu sehen (p = 0,058, Kruskal-Wallis Test, p = 0,026, Jonckheere-Terpstra-Test) 
(Abb. 16 B). Bei Unterteilung in die histologischen Subgruppen war dieser Einfluss allerdings 
ausgeprägter bei den nicht-klarzelligen (p = 0,035 Kruskal-Wallis Test; p = 0,035 Jonckheere-
Terpstra-Test) als bei den klarzelligen Nierenzellkarzinomen (p = 0,29, p = 0,132 Jonckheere-
Terpstra-Test). Die Polymorphismen 1249G>A und 3972C>T zeigten auch im Tumorgewebe 
keine Assoziation zur mRNA-Expression. 
Auf Proteinebene war weder im nicht-tumorösen, noch im Tumorgewebe ein Einfluss der 
ABCC2- Polymorphismen zu beobachten.  
Die ABCC2-Diplotypen H1/H1 (-24C/1249G/3972C)/(-24C/1249G/3972C) zeigten 
gegenüber H6/H6 (-24T/1249G/3972T)/(-24T/1249G/3972T) im nicht-tumorösen Gewebe 
tendenziell höhere mRNA-Expressionen (p = 0,053, Mann-Whitney U Test). Darüber hinaus 
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waren die übrigen ABCC2-Diplotypen weder auf Protein noch auf mRNA-Ebene, sowohl im 
normalen, als auch im tumorösen Gewebe, mit der Transporterexpression assoziiert. 



























Abb. 16: A Relative-ABCC2 mRNA-Expression in Abhängigkeit vom Genotyp -24C>T im nicht-tumorösen  
(p = 0,032) und B im Tumorgewebe (p = 0,058) (Kruskal-Wallis Test). 
 
Generell waren die mRNA- und die Proteinexpressionen beider Gene, sowohl im nicht-
tumorösen (ABCB1: r=0,142, p = 0,528; ABCC2: r=0,407, p = 0,06) (Abb. 17 A und B), als 
auch im Tumorgewebe (ABCB1: r=0,275, p = 0,215; ABCC2: r=0,148, p = 0,511) nicht 
miteinander korreliert. Auch die Genotypen-Unterteilung der Expressionsdaten zeigte für 
keinen Genotyp eine Korrelation der mRNA- Expression mit dem Protein-Gehalt. 
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Abb. 17: A Korrelation der relativen ABCB1-mRNA-Expression und des ABCB1-Protein-Gehalts (r=0,142,  
p=0,528) und B Korrelation der relativen ABCC2-mRNA-Expression und des ABCC2-Proteins-Gehaltes 
(r=0,407, p = 0,06) im nicht-tumorösen kortikalen Nierengewebe.  
 
3.2.3 Untersuchung des Einflusses des Tumorstadiums und der Chemotherapie auf die  
Transporterexpression  
 
Die ABCB1- und ABCC2-mRNA-Expressionen im nicht-tumorösen Gewebe unterschieden 
sich signifikant in Abhängigkeit vom Tumorstadium (ABCB1: p = 0,049, ABCC2: p = 0,004; 
Kruskal-Wallis Test) (Abb. 18 A und B), nicht aber im Tumorgewebe. Die Tumorstadien I 
und IV zeigten höhere mediane Expressionen als die Stadien 2 und 3. Zwischen 
Tumorstadium und dem ABCB1- und ABCC2 Protein-Gehalt war jedoch, weder im 
normalen, noch im Tumorgewebe. keine Assoziation zu beobachten.  
Eine im Abstand von mindestens 6 Monaten zur Nephrektomie durchgeführte Chemotherapie 
beeinflusste die ABCB1 und ABCC2-Expression, sowohl im nicht-tumorösen, als auch im 
Tumorgewebe, weder auf mRNA-, noch auf Proteinebene. 
Auch der Raucherstatus spielte für die Transporterexpressionen keine Rolle. 
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Abb. 18: A Relative ABCB1-mRNA-Expression (p = 0,049) und B relative ABCC2-mRNA-Expression  




3.3 Untersuchung des funktionellen Einflusses des ABCC2 -24C>T Polymorphismus 
mittels Reportergen-Assay 
 
3.3.1 Herstellung von Reportergen-Vektorkonstrukten 
 
Um unterschiedliche Promoteraktivitäten bestimmen zu können, wurde der pGL3-basic 
Vektor zur Herstellung von Reportergen-Vektorkonstrukten verwendet. Da in diesem das 
Reportergen ohne 5’-regulatorische Elemente enthalten ist, ist die Aktivität des Reportergens, 
hier der Firefly-Luciferase, abhängig von der davor eingefügten Promotersequenz. Ausgehend 
von genomischer DNA als Template wurden mittels PCR und flankierender Primer 1229 bp 
der 5’-UTR des ABCC2-Gens amplifiziert. Es wurden unterschiedliche Rückwärtsprimer 
eingesetzt, die entweder ein C-Allel oder ein T-Allel an der Position trugen, die den -24C>T 
Polymorphismus repräsentieren, so dass ein Wildtyp- und ein Varianten-PCR-Produkt 
erhalten wurde. Durch die Primer wurden in die Amplifikate am 5’-Ende für Kpn I und am 3’-
Ende für Nco I Schnittstellen eingeführt. Die Amplifikate konnten dann nach Restriktion 
entsprechend der entstandenen Überhänge in der geeigneten Orientierung in den ebenfalls mit 
diesen Restriktionsenzymen linearisierten pGL3-basic Vektor in der Weise vor das 
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Luciferase-Gen ligiert werden, dass das initiale Start-ATG des ABCC2-Gens dem des 
Reportergens entsprach. Durch die Nco I-Schnittstelle bedingt wurde vor dem Start-ATG ein 
zusätzliches Cytidin eingefügt, so dass im Reportergen-Vektorkonstrukt der -24C>T SNP an 
Position -25 lokalisiert ist. Nach Vermehrung der Plasmide in kompetenten E. coli Zellen 
wurde die Richtigkeit der Vektorkonstrukte durch Kontrollsequenzierung bestätigt (Abb. 19 



















Abb. 19: Kontrollsequenzierungen der Plasmid-DNA der Reportergen-Vektorkonstrukte A pGL3-ABCC2-C 
und B pGL3-ABCC2- T.  
 
3.3.2 Luciferaseaktivität in Abhängigkeit vom ABCC2 -24C>T Polymorphismus 
 
Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivität wurden je well 0,1 µg des Vektorkonstrukts (pGL3-
ABCC2-C bzw. pGL3-ABCC2-T), sowie zum Abgleich eventuell unterschiedlicher 
Transfektionseffizienzen 0,02 µg phRL-TK-Vektor als interner Standard transient in 
subkonfluent gewachsene HepG2-Zellen cotransfiziert. Nach 24 Stunden wurde mittels des 
Dual-Luciferase® Assay Systems von Promega sowohl die Aktivität der Firefly-Luciferase, 
als auch die der Renilla-Luciferase, auf die normalisiert wurde, luminometrisch bestimmt. Um 
die Abhängigkeit der Luciferaseaktivität von der davor klonierten 5’-UTR des ABCC2-Gens 
nachzuweisen, wurden zusätzlich der pGL3-basic und der pGL3-control Vektor, bei dem das 
Firefly-Luciferase-Gen unter Kontrolle des Simian Virus (SV40)-Promoters steht, ebenfalls 
zusammen mit dem internen Standard in HepG2-Zellen cotransfiziert und in gleicher Weise 
die Luciferase-Aktivitäten gemessen (Abb. 20).  
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Abb. 20: Relative Luciferase-Aktivitäten des pGL3-basic Vektors, des pGL3-control Vektors (n= 4 
Transfektionen) und der Vektorkonstrukte pGL3-ABCC2-C, sowie pGL3-ABCC2-T (n= 8 Transfektionen) in 
HepG2-Zellen. Eines von 3 repräsentativen Experimenten. 
 
Es wurden drei identische Experimente mit je 8 Transfektionen durchgeführt. Um alle drei 
Experimente miteinander vergleichen zu können, wurden die gemessenen Aktivitäten eines 
jeden Experiments in Relation zu den jeweiligen Aktivitäten des pGL3-control Vektors 
gesetzt. Dieser Wert wurde willkürlich als 100% angenommen. Die Messungen ergaben für 
das pGL3-ABCC2-C-Konstrukt eine um den Faktor 1,23 erhöhte mittlere Luciferaseaktivität 
gegenüber dem pGL3-ABCC2-T-Konstrukt (12,66 +/- 2,66 % vs. 10,3 +/- 2,53 %, p = 0,003, 
Mann-Whitney U Test) (Abb. 21). Diese Ergebnisse deuten auf einen Einfluss des -24C>T 
Polymorphismus auf die Regulation des ABCC2-Gens hin. 
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Abb. 21: Relative Luciferaseaktivitäten der Vektorkonstrukte pGL3-ABCC2-C und pGL3-ABCC2-T, bezogen 
auf die Aktivität des pGL3-control Vektors in HepG2-Zellen (p = 0.003, Mann-Whitney-U Test). 
 
 
3.4 Untersuchung des Einflusses des ABCC2 -24C>T Polymorphismus auf DNA-
Protein-Interaktionen mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 
Um einen möglichen Einfluss des ABCC2 -24C>T Polymorphismus auf die Aktivität von 
DNA-Protein-Bindungen zu untersuchen, wurde ein Gel shift assay oder auch Electrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMSA) durchgeführt. Dabei wurden die Proteine eines HepG2-Kern- 
Extrakts mit [32P]-5’-endmarkierten DNA-Sonden, die 41 bp der 5’-UTR des ABCC2-Gens 
repräsentierten und entweder ein C-Allel oder ein T-Allel an der Position -24C>T enthielten, 
inkubiert. Um spezifische DNA-Protein-Bindungen nachzuweisen, wurden zusätzlich 
Kompetitionsexperimente mit unmarkierten Sonden durchgeführt. Des Weiteren wurden 
Deletionsvarianten der DNA-Sonden verwendet, bei denen die Bindungsstelle für BRN2 
verloren gegangen war, die von Stöckel et al. [80] beschrieben wurde und sich ebenfalls auf 
den 41 bp-Sonden befand (TATTAA, Position 2-7).  
Mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnten die DNA-Protein-Komplexe dann von 
ungebundenen DNA-Sonden getrennt werden. Die Auswertung des Gel Shift Assays erfolgte 
durch Autoradiographie. Die Auswertung des Bandenmusters zeigt sowohl für die -24C als 
auch für die -24T-Sonde eine spezifische Proteinbindung. Diese Proteinbindung zeigt aber 
keine Abhängigkeit zum -24C>T Polymorphismus (Abb. 22).  
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Bahn 1 2 3 4 5 6 7 
Experiment Kontrollen Kompetition 
 negativ positiv     
Kernextrakt - 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 
[32P]-Sonde -24C -24T -24C -24C -24C -24C -24C 
Sonde, 
unmarkiert 
- - - -24C 
(10 ng / µl) 
-24C 
(20 ng / µl) 
-24T 
(10 ng / µl) 
-24T 




Abb. 22: Autoradiogramm des Electrophoretic Mobility Shift Assays. Bahn 1: Negativkontrolle. Bahn 2 und 3: 
Positivkontrollen, zeigen sowohl für die -24T als auch für -24C-Sonde eine DNA-Protein-Bindung. Banden 4 bis 
7: Kompetitionsexperimente zum Nachweis der spezifischen DNA-Protein-Interaktion, Bahn 4 und 5: 
spezifische Kompetition der markierten -24C-Sonde mit 10 bzw. 20 ng / µl  der unmarkierten -24C-Sonde,  
Bahn 6 und 7: spezifische Kompetition der markierten -24C-Sonde mit 10 bzw. 20 ng / µl der unmarkierter  
-24T-Sonde. 
 
Die Deletionsvarianten der DNA-Sonden, die keine intakte Bindesequenz mehr für das 
putative BRN2-cis-Element [80] (TATTAA, Position 2-7) besaßen, zeigten einen Verlust der 
Proteinbindung, was auf eine DNA-Protein-Interaktion dieses Transkriptionsfaktors an dieser 
Sequenz schließen lässt (Abb. 23 ).  
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Bahn 1 2 3 4 5 
Experiment Kontrollen Deletion 
 negativ positiv   
Kernextrakt - 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 
[32P]-Sonde -24C -24T -24C ∆1-24C ∆2-24C 
Sonde, 
unmarkiert 




















Abb. 23: Autoradiogramm des Electrophoretic Mobility Shift Assays. Bahn 1: Negativkontrolle. Bahn 2 und 3: 
Positivkontrollen, zeigen sowohl für die -24T als auch für -24C-Sonde eine DNA-Protein-Bindung.  
Bahn 4 und 5: -5 bzw. -10 bp-Deletionsvarianten der markierten Sonden zeigen keine DNA-Protein-Bindung.  
 
3.5 Berechnung der mRNA-Sekundärstruktur der ABCC2-Haplotypen 
 
Mittels des „Mfold“ web-servers [169] wurden die putativen mRNA-Sekundärstrukturen der 
sechs in den Kontrollen vorgekommenen Haplotypen H1 (-24C/1249G/3972C), H2  
(-24T/1249G/3972C), H3 (-24C/1249A/3972C), H5 (-24C/1249G/3972T), H6  
(-24T/1249G/3972T) und H7 (-24C/1249A/3972T) ermittelt, wobei den Berechnungen die 
mRNA-Referenzsequenz Acc. No.: NM 000392 zu Grunde lag. Alle Haplotypen wiesen die 
gleiche mRNA-Sekundärstruktur mit einer freien Energie von  
-5926,30 kJ / mol auf. Der ABCC2 -24C>T Polymorphismus lag dabei in einem Hairpin-
Loop in der Nähe des 5’-Endes der mRNA. Die Abbildungen 24 A und B zeigen 
ausschnittsweise die Sekundärstrukturen der beiden Haplotypen H1 und H2, die sich durch 
68 
3 Ergebnisse   
den Basenaustausch -24C>T unterscheiden, der hier an Position 14 (C>U) der mRNA 









































Abb. 24: Ausschnitt der mRNA-Sekundärstruktur der Haplotypen A H1 und B H2. Die Pfeile markieren den 
ABCC2 -24C>T SNP, der sich in einem Hairpin-Loop in der Nähe des 5’-Endes der mRNA befindet. 
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Die Beobachtung interindividuell differierender Plasmaspiegel eines Arzneistoffes und das 
damit einhergehende unterschiedliche Ansprechen auf eine Arzneimitteltherapie bzw. das 
interindividuell unterschiedliche Auftreten von Nebenwirkungen kann zum Teil durch 
genetische Polymorphismen, die zu unterschiedlich ausgeprägten Aktivitäten der am 
Metabolismus beteiligten Enzyme führen, erklärt werden [1]. Neben den Enzymen des  
Phase I- und Phase II- Metabolismus sind aber auch Transportproteine, die den Stoff-Übertritt 
durch Biomembranen der verschiedenen Kompartimente des Körpers steuern, an der 
Absorption, Verteilung und Elimination endogener wie exogener Substanzen beteiligt. Auf 
Grund ihrer Lokalisation und ihres breiten Substatspektrums stellen für die Prozesse der 
Absorption und der Elimination vor allem die auswärts gerichteten ABC-Transporter ABCB1 
und ABCC2 wichtige Parameter für die Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen, aber auch für die 
Abwehr von potentiell toxischen oder karzinogenen Fremdstoffen dar. Da diese Transporter 
ebenfalls interindividuell hohe Variabilitäten in ihrer Expression aufweisen [2], stellt sich die 
Frage, ob diese Variabilität auch durch genetische Polymorphismen verursacht wird und ob 
diese auf Grund unterschiedlicher Transportaktivitäten zur Klärung interindividueller 
Unterschiede in der  Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen, aber auch der Toxizität von 
Fremdstoffen beitragen können.  
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien durchgeführt, in deren Fokus vor allem 
Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung von Polymorphismen des ABCB1-Transporters 
standen. Obwohl nicht völlig konsistent, so zeigten doch einige Ergebnisse einen 
Zusammenhang zwischen genetischen Polymorphismen und der Funktion des 
Transportpoteins. Nachdem für den synonymen 3435C>T Polymorphismus erhöhte Digoxin-
Plasmaspiegel, sowie verringerte intestinale ABCB1-Protein-Expressionen beschrieben 
wurden [3], wurden vor allem dieser und der stark mit diesem verlinkte 2677G>T/A 
Basenasustausch, der zu einem Aminosäureaustausch an der Position 893 des Proteins von 
Alanin zu Threonin bzw. Serin führt, hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeutung untersucht. 
Dabei wurde der Einfluss dieser genetischen Varianten auf die mRNA, sowie 
Proteinexpression in verschiedenen Geweben, auf die Bioverfügbarkeit von Arzneistoffen, auf 
das Therapieansprechen und auf die Suszeptibilität für Krankheiten beleuchtet [9, 108, 171]. 
Einige Studien zeigten eine Assoziation des ABCB1-Transporters in Abhängigkeit vom 
3435C>T Polymorphismus für das Auftreten von Erkrankungen wie Colitis Ulcerosa [123, 
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172, 173], frühzeitigem Auftreten der Parkinson’schen Erkrankung [95], Parkinsonismus nach 
Exposition mit Pestiziden [124], sowie dem Auftreten einer Ciclosporin-induzierten 
Nephrotoxizität nach Nierentransplantation, wenn der Spender den ABCB1 3435TT-Genotyp 
trug [174]. Eine weitere, kürzlich von Siegsmund et al. puplizierte Assoziationsstudie 
beschrieb einen weiteren, außerordentlich interessanten Befund. Nach Genotypisierung von 
50 Patienten, die an einem nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinom erkrankt waren, konnte 
lediglich ein Patient als homozygoter 3435C-Allelträger identifiziert werden, während alle 
anderen Patienten mindestens ein T-Allel aufwiesen. Dabei errechneten die Autoren für das 
3435T-Allel gegenüber dem C-Allel eine Odds Ratio von 2,3 (p = 0,0005). Beim Vergleich 
der homozygoten Varainten- gegenüber den homozygoten Wildtypallel-Trägern ergab sich 
sogar für den Genotyp 3435TT ein noch drastischere Erhöhung des Risikos an einem nicht-
klarzelligen Nierenzellkarzionoms zu erkranken. (Odds Ratio: 21,7; p<0,0001) [4]. 
Auf Grund dieser Assoziationsstudien in Zusammenhang mit der Entstehung bestimmter 
Erkrankungen, und der durch Siegsmund et al. gefundenen außerordentlichen 
Suszeptibilitätserhöhung gegenüber dem Auftreten eines Nierenzellkarzinoms, ergab sich die 
Frage, ob der ABCB1-Auswärtstransporter durch diesen genetischen Polymorphismus in 
seiner protektiven Funktion bei der Fremdstoffabwehr, insbesondere in den Epithelzellen des 
proximalen Tubulus, beeinträchtigt wird und deshalb ein Risikofaktor für die Entstehung 
dieses Tumors darstellt. Außerdem stellte sich die Frage, ob auch das ebenfalls für die 
Elimination von Fremdstoffen bedeutsame und renal exprimierte Transportprotein ABCC2 in 
das Geschehen des Nierenzellkarzinoms involviert ist und ob es auch hier zu einer 
genotypenabhängigen Modulation der Funktion und damit des Erkrankungsrisikos kommt. 
Da der Nierenzellkarzinom eine ausgeprägte Resistenz gegenüber einer Chemotherapie zeigt, 
stellte sich des Weiteren umgekehrt die Frage, ob diese Auswärts-Transporter an diesem 
Phänomen beteiligt sind.  
In dieser Arbeit wurde deshalb in kortikalen, sowohl tumorösen, als auch entsprechenden 
nicht-tumorösen Gewebeproben von 82 nephrektomierten Patienten die Genotypenverteilung 
der ABCB1 und ABCC2-Polymorphismen, die Genexpression der Auswärtstransporter 
ABCB1 und ABCC2 sowohl auf RNA-, als auch auf Proteinebene, sowie der mögliche 
Einfluss der Genotypen auf die renale Transporterexpression untersucht.  
Um mögliche Einflüsse von genetischen Polymorphismen auf die Gen-Aktivität auf 
molekularer Ebene besser zu verstehen, wurden des Weiteren molekularbiologische in vitro 
Untersuchungen durchgeführt. Hierbei wurde die Bedeutung des sich auf der 5’-UTR des 
ABCC2-Gens befindenden -24C>T Polymorphismus für die Genexpression mittels 
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Reportergen-Assay, sein Einfluss auf DNA-Protein-Bindungen mittels Electrophoretic 
mobility shift assay und seine Bedeutung für die mRNA-Sekundärstruktur mittels des 
‚Mfold’-web-servers untersucht.  
 
4.1 Genotypen- und Haplotypenverteilung  
 
Es wurden 82 Nierenzellkarzinom-Patienten und  164 gesunden Kontrollen hinsichtlich der 
ABCB1-und ABCC2-Polymorphismen mittels PCR-RFLP genotypisiert, wobei es sich hier 
um etablierte und durch Konrollsequenzierung einzelner Proben verifizierte Methoden 
handelte. Es konnten zwischen Patienten und Kontrollen keine signifikanten Unterschiede in 
der Genotypenverteilung beobachtete werden (Tab. 24). Im Gegensatz zu den ABCC2-
Haplotypen unterschied sich die ABCB1-Haplotypenverteilung der Patienten im 12-Felder-
Test von denen der Kontrollen. Bei den Patienten konnte kein H3-Haplotyp (2677T/3435C) 
gefunden werden. Als die drei häufigsten Haplotypen konnten H1 (2677G/3435C), H2 
(2677G/3435T) und H4 (2677T/3435T) identifiziert werden. Der Haploytyp H2 wurde von 
Johne et al. als funktionell bedeutsam beschrieben. Probanden, die Träger mindestens eines 
H2-Haplotyps waren, zeigten in dessen Studie höhere Digoxin-Plasmaspiegel [98]. In dieser 
Studie zeigten diese drei Haplotypen allerdings keine unterschiedlichen Häufigkeiten 
zwischen Patienten und Kontrollen (Tab. 25).  
Zwar wiesen in dieser Studie die Patienten für den putativ funktionellen ABCB1 3435C>T 
SNP eine leichte Frequenzerhöhung für das T-Allel gegenüber den Kontrollen auf (57,3 % vs. 
53,7 %), dieser Unterschied erreichte aber keine statistische Signifikanz (Odds ratio: 1,16;  
p = 0,44). Beim Vergleich der Genotypen 3435TT/CT gegenüber den Wildtypen zeigte sich 
ebenfalls keine signifikante Risikoerhöhung gegenüber den Kontrollen (Odds ratio: 1,3;  
p = 0,44). Bei der Betrachtung der histologischen Subgruppen ergab sich bei den klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen eine Allelfrequenz von 60,3 % (1,31; p = 0,2) und  bei den nicht-
klarzelligen Nierenzellkarzinomen eine Allelfrequenz von 47,4 % (Odds ratio: 0,78;  
p = 0,46). Die Ergebnisse konnten die von Siegsmund et al. beschriebene Assoziation 
zwischen dem ABCB1 3435C>T SNP und dem Auftreten eines Nierenzellkarzinoms, 
insbesondere des nicht-klarzelligen Subtyps, nicht bestätigen und somit den 3435C>T 
Polymorphismus nicht als Risiko-Faktor für die Entstehung dieser Tumorerkrankung 
identifizieren. Dort wurde in einer Studie mit insgesamt 212 Nierenzellkarzinom-Patienten 
eine signifikante Erhöhung des Erkrankungsrisikos für die 3435TT- gegenüber den 3435CC-
Genotypen (Odds ratio: 1,8; p = 0,0098), in einer weiteren Studie mit ausschließlich nicht-
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klarzelligen Nierenzellkarzinom-Patienten (n = 50) sogar eine Odds ratio von 21,7  
(p = 0,0001) beobachtet. Das Erkrankungsrisiko verringerte sich aber, wenn man die Gruppe 
der Heterozygoten mit berücksichtigte, also die 3435TT/CT-Genotypen mit den Wiltypen 
verglich. (Odds ratio: 1,55; p = 0,03 in der ersten Studie, bzw. Odds ratio 17,2; p = 0,0002 in 
der zweiten Studie) [4]. Allerdings haben auf Grund der geringeren Anzahl von 
eingeschlossenen Patienten (n = 82) die Ergebnisse in dieser Arbeit eine etwas schwächere 
epidemiologische Aussagekraft. Zusätzlich ist zu berücksichtigen, dass die Patienten nicht 
dem Alter nach mit den Kontrollen gemacht werden konnten, da nicht genügend freiwillige 
Probanden, die das gleiche Alter wie die Patienten aufwiesen, zur Verfügung standen. Dies ist 
aus epidemiologischen Gesichtspunkten eine Schwäche der Studie, da der Nierenzellkarzinom 
sein Inzidenzmaximum bei einem Alter über 60 Jahre hat. Auf der anderen Seite ist davon 
auszugehen, dass sich die Genotypenverteilung mit dem Alter nicht ändert, sofern es sich um 
„low-penetrance“ Gene handelt. Deswegen muss diese Studie nicht zwingend im Gegensatz 
zu den Beobachtungen von Siegsmund et. al. stehen.  
Auch in dieser Studie wurde eine starke Kopplung der ABCB1-Polymorphismen 2677G>T/A 
und 3435C>T gefunden, bei den Kontrollen betrug sie 86 %, bei den Patienten sogar 100 %. 
Dieser Befund war übereinstimmend mit anderen bisher veröffentlichten Studien [96, 98, 102, 
104].  
Die beiden von Taniguchi et al. beschriebenen SNPs -2352G>A und -692T>C in der 5’-UTR 
des ABCB1-Gens, treten in der Japanischen Bevölkerung mit einer Allelfrequenz von 28 % 
bzw. 10 % auf und zeigten sowohl einen Einfluss auf die ABCB1-mRNA-Expression im 
Kolon, als auch in-vitro auf DNA-Protein-Bindungen [122]. In dieser Studie, die 
ausschließlich Personen Kaukasischer Abstammung einschloss, wurden diese SNPs lediglich 
mit einer Allelfrequenz von 0,6 % bzw. 2,0 % bei den Patienten und 0,9 % bzw. 3,0 % bei den 
Kontrollen gefunden.  
Bei Betrachtung der ABCC2-Polymorphismen war auffallend, obwohl der Unterschied der 
Allelfrequenzen zu den Kontrollen keine statistische Signifikanz erreichte (odds ratio: 0,68;  
p = 0,12), dass kein 1249AA-Genotyp unter den Patienten zu finden war. An der Position 
417, die sich in der tansmembranären Domaine TMD1 befindet, führt dieser Polymorphismus 
zu einem Valin / Isoleucin Aminosäureaustausch. Da die transmembranären Domainen für die 
Substraterkennung eine wichtige Rolle spielen [25, 42], könnte dieser SNP zu einer 
veränderten Substratspezifität führen. Untersuchungen am ABCC2-Transportprotein der Ratte 
und des Menschen haben bereits gezeigt, dass einzelne Aminosäureaustausche in den 
transmembranären Domainen zu veränderten Substratspezifitäten und Transportaktivitäten 
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führen [175-178]. Beispielsweise führten die Aminosäureaustausche Lys325Met und 
Arg586Leu im Protein der Ratte zu einem reduzierten Transport von Glutathion-Konjugaten, 
während der Transport von Glucuronid-Konjugaten erhalten blieb [176]. Darüber hinaus 
führte der Austausch von Tryptophan zu Phenylalanin an der Position 1254 in der TMD2 des 
humanen Proteins zu einem Verlust des Leukotrien C4- und Methotrexat-, nicht aber zu einem 
Verlust des 17-β-Estradiol-17β-Glucuronid-Transports. Der Austausch zu Tyrosin an dieser 
Position dagegen führte lediglich zu einem Verlust des Methotrexat-, nicht aber des 17-β-
Estradiol-17β-Glucuronid- und Leukotrien C4-Transports [177]. Untermauert wird diese 
Überlegung durch kürzlich am Institut für Klinische Pharmakologie der Universität 
Greifswald erhobene Untersuchungen, die bei homozygoten 1249A-Allelträger nach oraler 
Medikation signifikant niedrigere Plasmaspiegel für das ABCC2-Substrat Talinolol zeigten. 
Da dieser SNP keinen Einfluss auf die duodenale ABCC2-mRNA- und Proteinexpression 
aufwies, konnte eine höhere Genexpression nicht für die höhere intestinale Transportaktivität 
verantwortlich sein [179]. Damit liegt die Vermutung nahe, dass dieser Aminosäureaustausch, 
zumindest für Talinolol, zu einer höheren Substraterkennung und damit zu einer höheren 
Transportkapazität des ABCC2-Transporters führen könnte. Möglicherweise könnte der 
1249G>A Polymorphismus somit auch gegenüber bestimmten karzinogenen Substanzen zu 
einer höheren Substraterkennung und damit zu einem erhöhten protektiven Effekt des 
ABCC2-Transporters führen. Aber auch hier gilt, wie oben schon erwähnt, dass auf Grund der 
relativ kleinen Patientenzahl von 82 diese Vermutung aus epidemiologischer Sicht durch eine 
größere Anzahl Patienten und mit geeigneteren Kontrollen verifiziert werden müsste. Auch in 
dieser ausschließlich an Kaukasiern durchgeführten Studie zeigte sich ein starke Verlinkung 
der beiden SNPs ABCC2 -24C>T und ABCC2 3972C>T. In den Kontrollen waren die beiden 
Polymorphismen zu 92,5% und in den Patienten zu 100% verlinkt. Dies stimmte mit 
Beobachtungen von Itoda et al. in der Japanischen Bevölkerung überein [180].     
 
4.2 Expression des ABCB1- und des ABCC2-Transporters 
 
Die Bestimmung des relativen mRNA- und des Protein-Gehalts mittels Real-time PCR und 
Immunhistochemie ergab für den ABCB1-Transporter im kortikalen Nierentumorgewebe eine 
signifikant niedrigere Expression sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene (p = 0,026 
bzw. p<0,001) gegenüber dem nicht-tumorösen Nierengewebe. Dieser Befund war 
übereinstimmend mit Ergebnissen einer Japanischen Arbeitsgruppe, die in 24 
nephrektomierten, japanischen Nierenzellkarzinompatienten ebenfalls eine signifikante 
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Erniedrigung der ABCB1- mRNA-Expression im Tumorgewebe feststellen konnten [181]. 
Betrachtete man aber die histologischen Subgruppen getrennt, so wurde deutlich, dass diese 
Beobachtung nur auf die klarzelligen Tumore zutraf, diese exprimierten das ABCB1-Protein 
um den Faktor 70 niedriger als das gesunde Gewebe. Die nicht-klarzelligen Tumorgewebe 
dagegen exprimierten den ABCB1-Transporter sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene 
in ähnlichem Maße wie das  normale Nierengewebe. In cytogenetischen Untersuchungen 
wurde gefunden, dass der chromophile (papilläre) Nierenzellkarzinom, mit einer Ausnahme 
waren in dieser Studie alle nicht-klarzelligen Tumore von diesem Subtyp,  gekennzeichnet ist 
durch eine Trisomie der Chromosomen 7 und 17, sowie durch Monosomie des Y-
Chromosoms [182]. Da das ABCB1-Gen auf Chromosom 7q21 lokalisiert ist, könnte eine 
Genamplifikation die höhere ABCB1-Expression der nicht-klarzelligen gegenüber den 
klarzelligen Tumoren begründen. Eine weitere Ursache für diesen Expressionsunterschied 
könnte ein differentielles Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren sein. Es ist bekannt, 
dass Xenobiotika über die nukleären Rezeptoren PXR und CAR die ABCB1-Expression 
induzieren [17, 88, 89], dass aber auch andere Faktoren, wie C/EBPβ, AP1, NF-κB, HSF-1 
und HIF-1 bei Inflammation, bei gentoxischem Stress oder Hypoxie induzierend auf die 
Genexpression von ABCB1 wirken [44, 45]. Da Interleukin-6 eine ABCB1-Aktivierung über 
das C/EBPβ und Interleukin-2 durch die Translokation des YB-1 (Y-Box binding protein-1) 
vom Zytoplasma in den Nukleus eine Hochregulierung der ABCB1-Expression [45, 85, 183, 
184] vermitteln, stellt sich die Frage in wie weit entzündliche Prozesse und Zytokine bei 
diesem differentiellen ABCB1-Expressionsmuster zwischen den histologischen Tumor-
Subtypen involviert sind. Aber auch mutierte Varianten des p53 in den nicht-klarzelligen 
Nierenzellkarzinomzellen könnten, insbesondere wenn es durch eine Trimsomie des 
Chromosom 17p, auf dem das für p53 kodierende Gen lokalisiert ist, zu einer 
Überexprimierung solcher mutierter p53 Varainten kommt, die beobachtete ABCB1-
Expressionsunterschiede zwischen den Tumorsubtypen bewirken [157]. Obwohl auch viele 
klarzellige Nierenzellkarziome häufig ein mutiertes oder hypermethyliertes VHL-Gen 
aufweisen, was zu einer insuffizienten proteosomalen Degradation von HIF-1 und in Folge 
dessen zu einer HIF-1-induzierten VEGF (Vascular endothelial growth factor)-
Überexprimierung mit einer starken Vaskularisierung des Nierenzellkarzinoms führt [157], ist 
zu überlegen, ob unterschiedliche HIF-1- Expressionen zum differentiellen ABCB1-
Expressionsmuster der beiden histologischen Subtypen des Nierenzellkarzinoms beitragen.  
Denkbar wäre aber auch eine ungenügende Proteinreifung oder eine frühzeitige Degradation 
des Proteins in den klarzelligen Nierenzellkarzinom-Zellen, die gegenüber den anderen 
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histologischen Subtypen den geringsten Differentierungsgrad aufweisen. Bei der Erwägung, 
bei einem Nierenzelltumor eine Chemotherapie durchzuführen, könnten diese Unterschiede in 
der ABCB1-Expression in den histologischen Subtypen von Bedeutung sein, da sie 
möglicherweise den Therapieerfolg auf Grund einer ABCB1-vermittelten 
Chemotherapieresitenz beeinflussen könnten. Andererseits ergibt sich die Frage, ob 
möglicherweise Patienten mit dem nicht-klarzellige Tumortyp besonders von einer 
Kombinationstherapie mit einem ABCB1-Inhibitor profitieren könnten. Diese Überlegungen 
müssten allerdings in weiteren Studien an Patienten unter Zytostatika-Therapie bestätigt 
werden. 
Der ABCC2-Transporter war im Tumorgewebe auf Proteinebene ebenfalls signifikant 
(p<0,001) und auf mRNA-Ebene tendenziell (p = 0,056) niedriger exprimiert als im normalen 
Nierengewebe. Im Gegensatz zu den ABCB1-mRNA-Expressionen waren die ABCC2-
mRNA-Expressionen höher in den klarzelligen Nierentumoren als in den nicht-klarzelligen. 
Auf Proteinebene allerdings war der ABCC2-Transporter in beiden histologischen 
Subgruppen signifikant niedriger exprimiert als im nicht-tumorösen Gewebe. Auch die 
ABCC2-Genexpression wird über Liganden der nukleären Rezeptoren PXR, CAR und FXR 
[13, 86] induziert, sowie durch weitere Transkriptionsfaktoren gesteuert. Hierzu gehören u.a. 
HNF1, HNF3β, AP1, AP2, C/EBP β, USF und SP1 [44, 69, 79-81]. Zudem wurde 
beschrieben, dass Interleukin 1 β die ABCC2-Expression hemmt [79, 82]. Interessanterweise 
wird dabei die ABCC2-Transkription, im Gegensatz zu ABCB1, durch die Translokation von 
YB-1 vom Zytoplasma in den Zellkern herabreguliert [43, 185]. Somit könnten Zytokine und 
das YB-1-Protein bei der differentiellen Expression des ABCB1- und ABCC2-Transporters in 
den histologischen Subtypen, insbesondere des nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinoms, 
involviert sein. (Abb. 12 und 13) 
Im Gegensatz zu dem ABCB1-Gen ist das ABCC2-Gen auf Chromosom 10q24 lokalisiert. 
Für dieses Chromosom wurden bei den chromophilzelligen Tumoren keine cytogenetischen 
Abberationen beschrieben, was den Unterschied der beiden Transporter-Expressionen in 
diesem Tumortyp ebenfalls erklären könnte.  
Leider konnten die Transporter-Expressionen in kortikalem Nierengewebe von gesunden 
Probanden nicht gemessen werden, so dass nicht geklärt werden konnte, ob die Expressionen 
im nicht-tumorösen Gewebe die tatsächlichen physiologischen Bedingungen widerspiegeln, 
oder ob der Tumor das normale Gewebe in seiner Expression beeinflusst. Die gefundenen 
Expressionsunterschiede zwischen dem normalen und tumorösen Nierengewebe stehen aber 
klar der Annahme entgegen, dass die ausgeprägte Resistenz des Nierenzellkarzinoms 
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gegenüber Chemotherapeutika die Folge einer per se vorhandenen erhöhten Expression der 
Auswärtstransporter ABCB1 und ABCC2 ist. Denkbar wäre allerdings eine rasche 
Hochregulierung der ABCB1- und ABCC2-Expression im Tumorgewebe nach Beginn einer 
Zytostatikaapplikation. Da aber die Patienten bei Nephrektomie unter keiner Chemotherapie 
standen, müsste diese Überlegung in weiteren Untersuchungen überprüft werden. Eine 
weitere Frage beim Phänomen der Chemotherapieresistenz ist, welche Rolle das umliegende, 
tumorös nicht veränderte Gewebe spielt und ob es möglicherweise für den Tumor eine 
abschirmende Funktion gegenüber Zytostatika einnimmt.  
Die Frage nach der Tumorgenesis konnte mit diesen Ergebnissen nicht vollständig geklärt 
werden. Es bleibt unklar, ob zunächst eine geringere Expression der Auswärtstransporter 
bestand und dann auf Grund eines geringeren protektiven Effektes die Tumorentstehung 
begünstigt wurde, oder ob die niedrigere Transporterexpression des tumorösen 
Nierengewebes Folge einer durch den Tumor verursachten Herabregulierung der 
Genexpression ist.  
 
4.3 Der Einfluss der ABCB1- und ABCC2-Polymorphismen auf die Transporter- 
expression 
 
In dieser Studie konnte ein klarer Einfluss der Genotypen der ABCB1-Polymorphismen 
2677G>T/A (p = 0,023) und 3435C>T (p = 0,043) auf die mRNA-Expression im nicht-
tumorösen kortikalen Nierengewebe gefunden werden. Ähnliche Befunde auf mRNA-Ebene 
sind auch von zwei Japanischen Arbeitsgruppen im Duodenum [100, 186], von Meissner et al. 
im myocardialen Gewebe [187] und von Illmer et al. in Blutzellen des Knochenmarks 
gemacht worden [97]. Einige Studien deuteten darauf hin, dass die Haplotypenbildung aus 
den beiden SNPs, die ein hohes Kopplungsungleichgewicht aufweisen, zur besseren 
Erklärung der interindividuellen Unterschiede der Bioverfügbarkeit des ABCB1-Substrats 
Digoxin beitragen könnte [98, 109]. In dieser Studie zeigten die Individuen mit dem H4/H4-
Diplotyp (homozygote 2677T/3435T-Haplotypträger) um den Faktor 4,1 erhöhte 
ABCB1mRNA-Expressionen gegenüber den H1/H1-Diplotypen (homozygote 2677G/3435C-
Haplotypträger). Der Haplotyp H2 (2677G/3435T), der von Johne et al. mit einer erniedrigten 
ABCB1-Aktivität und einer daraus resultierende höheren Digoxin-Bioverfügbarkeit in 
Verbindung gebracht wurde [98], zeigte in dieser Studie dagegen hinsichtlich der mRNA-
Expression eine verstärkende Funktion. Sowohl die Diplotypen H1/H2, als auch H2/H4 
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wiesen höhere mRNA-Expressionen als deren jeweilige homozygote Diplotypen H1/H1 bzw. 
H4/H4 auf (Abb. 15 A).  
Bei der Untersuchung des Genotypeneinflusses auf die ABCC2-Expression ergab sich ein 
signifikanter Zusammenhang zwischen dem -24C>T SNP und der mRNA-Expression im 
nicht-tumorösen Nierengewebe. Homozygote -24C-Allelträger wiesen eine um den Faktor 1,4 
höhere mRNA-Expression auf als homozygote Variantenallel-Träger. Die Individuen mit dem 
Diplotyp H1/H1 (-24C/3972C)  wiesen ebenfalls tendenziell eine höhere ABCC2-mRNA-
Expression auf als die homozygoten H6-Träger (-24T/3972T) (p = 0,053). Der sich in der 
kodierenden Region des ABCC2-Gens befindende 1249G>A SNP, und auch der synonyme 
3972C>T Polymorphismus zeigten keinen Einfluss auf die ABCC2-Expression, weder im 
normalen, noch im tumorösen Gewebe. Zu den funktionellen Einflüssen der ABCC2-
Polymorphismen sind bisher erst recht wenige Untersuchungen durchgeführt worden. Eine 
japanische Arbeitsgruppe fand in 13 Duodenal-Biopsaten keinen Einfluss der ABCC2-
Polymorphismen auf die ABCC2-mRNA-Expression [100]. Dies war übereinstimmend mit 
Untersuchungen an 42 Duodenal-Biopsaten von gesunden, kaukasischen Freiwilligen, die im 
Institut für Pharmakologie der Universität Greifswald durchgeführt worden waren [179]. Die 
ABCC2-Haplotypen zeigten keinen Einfluss auf die intrazelluläre Bioverfügbarkeit des HIV-
Protease-Inhibitors Nelfinavir [137]. Meyer zu Schwabedissen et al. fanden einen Einfluss des 
1249G>A SNPs auf die ABCC2-mRNA-Expression in 28 Plazenten von 
Frühgeborenengeburten [139].  
Unserem Wissen nach sind dies die ersten Untersuchungen zum Einfluss von ABCC2-
Polymorphismen auf die ABCC2-Expression im kortikalen Nierengewebe. Die hier 
gefundene, höhere Aktivität der -24C-Allelträger auf mRNA-Ebene in den Epithelzellen des 
proximalen Tubulus wird interessanterweise durch Bioverfügbarkeitsstudien mit dem 
ABCC2-Substrat Talinolol gestützt. Obwohl Talinolol zu weniger als 2% metabolisiert  
wird [188, 189] zeigten die -24CC-Genotypen nach intravenöser Applikation eine signifikant 
höhere renale Clearance für die Talinolol-Metaboloiten als die  
-24T-Alleleträger [179].  
 
Sowohl der relative ABCB1-, als auch der ABCC2-mRNA-Gehalt korrelierte weder im 
tumorösen, noch im normalen Gewebe mit den jeweiligen Protein-Gehalten. Es ist aber 
bekannt, dass die Translationseffiziens auf Grund von posttranskriptionellen 
Kontrollmechanismen nicht immer proportional zur Transkriptionseffiziens ist [190]. Für das 
ABCB1-Protein wurde mittels fluoreszierender Fusionsproteine eine Halbwertszeit von 3,7 
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Tage berechnet [191], während die Halbwertszeit der mRNA mit 14 Stunden angegeben 
wurde [93]. Johnson et al. zeigten in Untersuchungen an Ratten ebenfalls, dass für das Abcc2-
Gen der mRNA-Gehalt kein guter Indikator für die Proteinexpression darstellt [192, 193].  
Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit den in den letzten 5 Jahren erhaltenen Daten zu den 
funktionellen Einflüsse der beiden ABCB1-Polymorphismen 2677G>T/A und 3435C>T, und 
des sich daraus ergebenden, teilweise uneinheitlichen Bildes [9, 108, 171], liegt die 
Überlegung nahe, dass bestimmte Kofaktoren und Untersuchungsbedingungen derartige 
Befunde beeinflussen können und bei künftigen Untersuchungen mit berücksichtigt werden 
sollten:  
Beispielsweise führen gewebeabhängig differentielle Expressionen von 
Transkriptionsfaktoren und Nukleären Rezeptoren zu unterschiedlichen Basal-Expressionen 
in verschiedenen Geweben. Beispielsweise wurden in der Niere um den Faktor 2,5 höhere 
ABCB1- und ABCC2-mRNA-Expressionen gemessen als im Dünndarm [30, 194, 195]. Dies 
könnte erklären, warum in dieser Studie der Einfluss des ABCC2 -24C>T SNPs auf renaler, 
bisher aber nicht auf duodenaler Ebene in Erscheinung getreten ist [100, 179, 196]. Auch 
Tanaka et al. zeigten mittels Reporter-Gen Assays in verschiedenen Zelllinien deutliche 
Aktivitätsunterschiede der identischen ABCC2-Promotersequenz [81]. Dies kann dazu führen, 
dass der Einfluss eines Genotyps auf die Transporteraktivität gewebeabhängig mehr oder 
weniger deutlich ausgeprägt ausfällt.  
Posttranskriptionelle Kontrollmechansimen, die ihrerseits gewebe- oder statusabhängig sein 
können, können zu unterschiedlichen Ergebnissen auf mRNA- bzw. Protein-Ebene führen, 
insbesondere dann, wenn die Halbwertszeiten der Zielproteine mehrere Tage betragen. So ist 
also zwischen Studien zu unterscheiden, die Untersuchungen auf mRNA-Ebene, oder auf 
Proteinebene durchführen. Beispielsweise zeigten einige Arbeitsgruppen, wie oben bereits 
erwähnt, in verschiedenen Geweben eine höhere ABCB1-mRNA-Expression für den 
2677G>T/A bzw. den 3435C>T Polymorphismus [97, 100, 186, 187], während andere 
Arbeitsgruppen für die Wildtyp-3435C-Alleträger einen höheren Proteingehalt festestellten 
[3, 4, 197].  
Darüber hinaus müssen auch hormonelle, sowie geschlechtsspezifische Einflüsse auf die 
Transporterexpression berücksichtigt werden. Beispielsweise zeigten murine und humane 
männliche Lebern höhere Proteinexpressionen des ABC-Auswärtstransporter ABCG2 als 
weibliche Lebern [198], während die Abcc2 Expression in weiblichen Rattenlebern um das 
vierfache höher war als in den männlichen [199]. Siegmund et al. konnte einen induzierenden 
Effekt nach Levothyroxingabe auf die ABCB1-Proteinexpression finden [200]. Interessant 
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sind außerdem Befunde, die an Mäusegeweben durchgeführt wurden und auf eine cirkadiane 
Rhythmik der ABCB1-Expression schließen lassen. Hierbei zeigten sich morgens niedrigere 
Expressionen als am späten Nachmittag [201].  
Verschiedene Substrate weisen eine unterschiedliche Affinität zum Transportprotein auf, 
werden also verschieden effektiv transportiert. Polymorphismen, die zu einem 
Aminosäureaustausch in der transmembranären Region führen und somit die 
Substraterkennung modulieren könnten, zeigen einerseits keinen Einfluss auf den mRNA- 
oder Proteingehalt, können aber andererseits bei der Applikation unterschiedlicher 
Arzneistoffe zu unterschiedlichen Studien-Ergebnissen führen. Das ABCB1-Substrat Digoxin 
zeigte in Individuen mit dem homozygoten 2677G/3435C-Diploytyp signifikant niedrigere 
Plasmaspiegel als in den Variantenhaplotyp-Trägern, interessanterweise konnte aber nur 
dieser Diplotyp durch eine Clarithromycin-Komedikation in seiner Digoxin-Clearance 
gehemmt werden [99]. Kim et al. zeigten dagegen für das ABCB1-Substrat Fexofenadin 
höhere Plasmaspiegel unter den ABCB1 2677GG-Träger, was auf eine schwächere Aktivität 
dieses Genotyps bezogen auf dieses Substrat schließen lässt [104]. Für die Immunsuppressiva 
Tacrolimus und Ciclosporin dagegen fanden Zheng et al. und Anglicheau et al. bzw. 
Chowbay et al. für die 2677T-Allelträger höhere Plasmaspiegel als für die Wildtyp-
Allelträger [111, 112, 202]. Schaefer et al. konnten in in vitro Experimenten mit 
Membranvesikeln von Insektenzellen, die nach Transfektion die drei ABCB1-Varianten 
893Ala (2677G), 893Ser (2677T), 893Thr (2677A), in gleichem Maße exprmierten, zeigen, 
dass das Wildtyp-Protein für das Zytostatikum Vincristin eine um das 2 bzw. 3 fach 
niedrigere Transportkapazität aufwies, als die 893Ser- bzw. 893Thr-Varianten [203].  
Je nach Expressionsort der Transporter besteht lokal eine unterschiedliche 
Substratkonzentration. So sind die Arzneistoffkonzentrationen nach oraler Applikation im 
Duodenum initial höher als beispielsweise nach Absorption, Verteilung und Metabolisums in 
der Leber oder im proximalen Tubulus des Nephrons. Zusätzlich besteht dort möglicherweise 
ein anderes Zusammensetzungsverhältnis der Muttersubstanz zu ihren Metaboliten, die 
ihrerseits wiederum eine andere Affinität zum untersuchten Transporter aufweisen können 
bzw. über andere Transporter transportiert werden. Diese unterschiedlichen Substrat-
Konzentrationen können dazu führen, dass bei hohen Konzentrationen die 
Sättigungskonzentration der Transporter überschritten wird und somit Genotypeneinflüsse in 
diesen Untersuchungsorten überdeckt werden [171].  
Da bestimmte Substrate auch die Transporteraktivität induzieren können und damit ihre 
eigene Elimination beschleunigen, ist zwischen Studien zu unterscheiden, die entweder nach 
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Einmalgabe, oder während einer Langzeitbehandlung auf genotypenabhängige Einflüsse für 
die Bioverfügbarkeit eines Arzneistoffs testen. Hoffmeyer et. al und Johne et al. untersuchten 
die Digoxin-Kinetik im steady-state, hier zeigte der ABCB1 3435TT-Genotyp höhere 
Digoxin-Bioverfügbarkeiten am fünften Einnahmetag. Gerloff et al. konnte dagegen nach 
Einmalgabe von 0,25 mg Digoxin zwischen den ABCB1 3435-Genotypen keinen Unterschied 
in den pharmakokinetischen Parameter finden. Sakaeda et al. untersuchte ebenfalls die 
Digoxin-Bioverfügbarkeit nach Einmalgabe an Japanischen Probanden, hier wiesen dagegen 
die 3435T-Allelträger niedrigere Plasmalevel als die homozygoten 3435C-Allelträger auf. In 
vitro Untersuchungen zeigten an Caco2-Zellen die Hochregulierung der ABCB1-mRNA-
Expression nach 24-stündiger Inkubation der Zellen mit 1 µM Digoxin [204]. Es ist also nicht 
auszuschließen, dass sich eine Induktion des ABCB1-Transporters modulierend oder sogar 
mit umkehrendem Effekt auf die genotypenabhängige, basale Aktivität auswirkt. Denkbar ist 
auch, dass es erst nach Induktion zu relevanten genotypenabhängigen Aktivitätsunterschieden 
kommt, die unter physiologischen Bedingungen nicht in Erscheinung treten. Möglicherweise 
kann hier die Berücksichtigung genetischer Varianten der an den Signalwegen der 
Transporterexpression beteiligten Nukleären Rezeptoren PXR und CAR, ähnlich wie es für 
das häufig koregulierte CYP3A4 gezeigt werden konnte [205], die Vorhersagbarkeit der 
Einflüsse der beschriebenen ABCB1-Genotypen verbessern [206]. 
Obwohl Wang et al. eine durch den 3435C>T Polymorphismus bedingte geringere ABCB1-
mRNA-Stabilität beschrieben haben [207], ist immer noch nicht völlig geklärt ist, ob dieser 
synonyme 3435C>T Polymorphismus ursächlich oder auf Grund von genetischer Verlinkung 
mit funktionell bedeutsamen SNPs auf regulatorischen Einheiten des ABCB1-Gens zu den 
beobachtete Assoziationen führt. Bei derartigen Studien müssen also immer auch ethnische 
Unterschiede mit berücksichtigt werden, da solche Verlinkungen interethnisch variieren 
können. So zeigten sich beispielsweise für die duodenale ABCB1-mRNA-Expression in 
Kaukasiern kein Einfluss des 3435C>T Polymorphismus [106], während in Japanern die 
3435T-Alleträger höhere mRNA-Expressionen aufwiesen [100, 186]. 
 
Bei Beurteilung und Vergleich der Ergebnisse solcher Assoziationsstudien, bei denen 
Genotypen mit Transporteraktivitäten korreliert werden, müssen also immer die ethnische 
Herkunft der Probanden, die untersuchten Parameter, wie mRNA-, oder Proteingehalt, Art des 
untersuchten Gewebes, Struktur des Substrats, dessen Bioverfügbarkeit geprüft wird, Art der 
Substratapplikation, sowie weitere Kofaktoren, die bei der Entstehung einer Erkrankung oder 
zu unterschiedlichem Therapieanspechen führen können, mit berücksichtigt werden.  
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4.4 In vitro und in silico Untersuchungen zum funktionellen Einfluss des ABCC2 
-24C>T-Polymorphismus 
 
Durch Reportergen-assays konnte der in dieser Arbeit in vivo beobachtete Einfluss des 
ABCC2 -24C>T Polymorphismus auf die mRNA-Expression im nicht-tumorösen kortikalen 
Nierengewebe bestätigt werden. Das Wildtyp-Vektorkonstrukt (pGL3-ABCC2-C) zeigte nach 
Transfektion in HepG2-Zellen ein um den Faktor 1,23 höhere Geneexpression als das 
Varianten-Konstrukt (pGL3-ABCC2-T).  
Da aber mit diesen Assays nicht geklärt werden kann, auf welcher Ebene der Genexpression 
der funktionelle Einfluss des Polymorphismus zum Tragen kommt, wurde untersucht, ob 
bestimmte Kern-Proteine in Abhängigkeit dieses SNPs, der sich auf der 5’-UTR des ABCC2-
Gens befindet, unterschiedliche Bindungsaktivitäten mit der DNA aufweisen und ob es somit 
zu einer differentiellen Effizienz der Transkriptionsmaschinerie kommt. Die Ergebnisse der 
Electrophoretic mobility shift assays zeigten einerseits eine vom ABCC2 -24C>T SNP 
unabhängige, spezifische Bindung eines HepG2-Kern-Proteins oder Protein-Komplexes in der 
Nähe des -24C>T Polymorphismus, anderseits aber, dass an der Position -24 direkt keine 
DNA-Protein-Interaktion stattfindet. Die bei diesem EMSA verwendeten Sonden wiesen am 
5’-Ende eine von Stöckel et al. beschriebene putative Bindesequenz für den 
Transkriptionsfaktors BRN2 auf [80]. Bei Deletion dieser Sequenz ging die DNA-Protein-
Bindung verloren. Ob es sich tatsächlich um die Bindung dieses Transkriptionsfaktors 
handelt, müssen künftige Studien unter Einbeziehung eines Super shift assays mit einem 
gegen diesen Transkriptionsfaktor gerichteten Antikörper verifizieren. Aus diesen 
Experimenten ergab sich die Schlussfolgerung, dass vermutlich genotypabhängige, 
posttranskriptionelle Mechanismen die ABCC2-Genexpression beeinflussen. Zu diskutieren 
sind hier mögliche Einflüsse auf das mRNA-trafficking aus dem Zellkern ins Zytoplasma 
oder unterschiedliche mRNA-Stabilitäten durch unterschiedliche Degradationsvorgänge [190, 
208]. Für das Endothelin-1 konnte eine derartige vom Genotyp abhängige mRNA-Stabilität 
gezeigt werden. Hier zeigte ein Adenin-Insertions-Polymorphismus 138 bp nach dem 
Transkriptionsstart gegenüber der Deletionsvarainte auf Grund einer höhere mRNA-Stabilität 
eine höhere Genexpression [209].  
Aus diesem Grund wurden mittels des ‚Mfold’-web servers [169] Sekundärstrukturen der 
ABCC2-mRNA der sechs gefundenen Haplotypen generiert. Dabei zeigten alle Haplotypen 
identische mRNA-Sekundärstrukturen. Interessanterweise befand sich dabei der -24C>T SNP 
in einem Hairpin-Loop in der Nähe des 5’-Endes der ABCC2-mRNA. Es stellt sich nun die 
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Frage, ob zum Beispiel unterschiedliche Bindeaktivitäten von 5’-Cap bindenden Proteinen 
(Cap binding complex) zu unterschiedlichen mRNA-Protein-Komplexen, den sogenannten 
mRNPs (Ribonucleoproteinpartikeln) führen und dies zu einem differentiellem Transport der 
mRNA aus dem Nucelus führt, oder ob die Halbwertszeit der mRNA im Zytosol in 
Abhängigkeit vom -24C>T SNP beeinflusst wird. Zur Beantwortung dieser Fragen müssen 
weitere, an diese Arbeit anschließende Experimente, u.a. mRNA-Stabilitätstests durchgeführt 
werden.  
 
Zusammenfassend hat diese Arbeit gezeigt, dass die beiden Auswärtstransporter ABCB1 uns 
ABCC2 sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene niedriger im tumorösen Gewebe 
exprimiert werden als im nicht-tumorösen kortikalen Nierengewebe. Darüber hinaus hat die 
Arbeit gezeigt, dass sich der nicht-klarzellige Tumortyp nicht nur histologisch, sondern auch 
durch eine signifikant höhere ABCB1-Protein-Expression vom klarzelligen 
Nierenzellkarzinom unterscheidet. Diese Befunde tragen somit zu einem erweiterten Wissen 
um das Geschehen beim Nierenzellkarzinom bei. 
Obwohl sich keiner der untersuchten ABCB1- und ABCC2-Polymorphismen in dieser an 82 
Patienten und 164 Kontrollen durchgeführten Studie als Risikofaktor für die Entstehung eines 
Nierenzellkarzinoms erwies, konnte ein klarer Einfluss der ABCB1-Polymorphismen 
2677G>T/A und 3435C>T auf die ABCB1-mRNA-Expression und des ABCC2-
Polymorphismus -24C>T auf die ABCC2-mRNA-Expression in normalen kortikalen Gewebe 
der Patienten nachgewiesen werden. Die mit dem -24T-Allel assoziierte erniedrigte ABCC2-
mRNA-Expression konnte durch in vitro Untersuchungen bestätigt werden, so dass diese 
Arbeit einen entscheidenden Beitrag zum tieferen molekularbiologischen Verständnis der 
funktionellen Bedeutung dieses Polymorphismus auf die ABCC2-Genexpression liefert und 
Grundlage für künftige Untersuchungen im Hinblick auf die Pharmakokinetik von ABCC2-
Substraten darstellt.  
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Fremdstoff-metabolisierende Enzyme und Transportproteine sind entscheidende 
Einflussfaktoren für die Bioverfügbarkeit von Xenobiotika. Die transmembranären, ATP-
bindenden Efflux-Ttransporter ABCB1 (MDR1, P-gp) und ABCC2 (MRP2) spielen auf 
Grund ihrer Lokalisation in vielen Organen und ihres breiten Substratspektrums eine wichtige 
Rolle bei der Elimination endogener wie exogener Stoffe. Genetische Polymorphismen 
können die Aktivität dieser Proteine beeinflussen und somit, zumindest teilweise, das 
Auftreten individueller Arzneistoff-Bioverfügbarkeit, aber auch das interindividuell 
unterschiedliche Ausmaß der Toxizität von Schadstoffen erklären. Am Beispiel des 
Nierenzellkarzinoms sollte in dieser Arbeit überprüft werden, ob ABCB1 und ABCC2 auf 
mRNA-, wie auch auf Proteinebene im Karzinomgewebe anders als in gesundem 
Nierengewebe exprimiert sind. Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob genetische 
Varianten dieser Transporter Suszeptibilitätsfaktoren für die Entstehung dieser 
Tumorerkrankung darstellen, wobei in diesem Zusammenhang auch geprüft wurde, welchen 
Einfluss die untersuchten Polymorphismen dabei auf die Regulation und Expression dieser 
Gene haben.  
Es wurden in 82 nephrektomierten Nierenzellkarzinompatienten und in 164 gesunden 
Probanden die Genotypen der ABCB1-Polymorphismen -2352G>A, -692T>C, 2677G>T/A 
(Ala893Ser/Thr), 3435C>T, sowie der ABCC2-Polymorphismen -24C>T, 1249G>A 
(Val417Ile) und 3972C>T bestimmt. Mittels Real-time PCR und Immunhistochemie wurden 
im normalen Nierengewebe sowie dem Tumorgewebe die mRNA- und die Proteingehalte der 
beiden Transporter bestimmt. In vitro wurde mit Hilfe von Reporter-Gen-Assays und 
Elektrophoretic Mobility Shift Assays überprüft, welchen funktionellen Einfluss der sich in 
der 5’-untranslatierten Region des ABCC2-Gens befindliche -24C>T SNP auf die 
Genexpression hat, und ob unterschiedliche Bindungsaktivitäten zwischen Kernproteinen und 
der DNA zu einer genotypenabhängigen unterschiedlichen Transkription führen können. 
Durch computergestützte Analysen wurden des Weiteren mRNA-Sekundärstrukturen der 
gefundenen ABCC2-Haplotypen generiert. 
Sowohl ABCB1 als auch ABCC2 wiesen tendenziell in Tumorgewebe, auf mRNA- wie auch 
auf Proteinebene, eine niedrigere Expression auf als im gesunden kortikalen Nierengewebe. 
Bei ABCB1 beruhte der Unterschied auf einer signifikant erniedrigten Expression in 
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klarzelligen Karzinomen, während keine signifikanten Unterschiede bei nicht-klarzelligen 
Tumoren beobachtet wurden.  
Die untersuchten ABCB1- und ABCC2-Polymorphismen wiesen gegenüber den gesunden 
Probanden in den Nierenzellkarzinom-Patienten keine signifikant unterschiedliche 
Häufigkeitsverteilung auf und erwiesen sich somit nicht als Risikofaktoren für die Entstehung 
des Nierenzellkarzinoms.  
Die ABCB1-mRNA-Expression im normalen Nierengewebe wurde durch die genetischen 
Varianten 2677G>T/A und 3435C>T moduliert. Träger von 2677T bzw. 3435T wiesen eine 
signifikant höhere mRNA-Expression auf als die homozygoten Träger des Wildtyps (p=0,023 
bzw. (p=0,043). Auch die ABCC2-Expression im nicht-tumorösen Nierengewebe wurde 
durch genetische Varianten beeinflusst. Hier zeigten homozygote -24C-Allelträger eine 1,43-
fach höhere mRNA-Expression als homozygote -24T-Allelträger (p=0,032). Der funktionelle 
Einfluss von -24C>T konnte mittels Reporter-Gen-Assays auch in vitro nachgewiesen 
werden. Das -24C-Vektorkonstrukt wies eine 1,23-fach höhere Luciferase-Aktivität als das 
Vektorkonstrukt mit dem -24T-Allel auf (p=0,003). Nach Durchführung von Elektrophoretic 
Mobility Shift Assays konnte in der Nähe des -24C>T SNP des ABCC2-Gens eine 
spezifische, aber vom Genotyp unabhängige DNA-Protein-Bindung identifiziert werden. 
Diese Resultate deuten auf einen funktionellen Einfluss des -24C>T SNP auf die ABCC2-
Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene hin.  
In silico Untersuchungen zufolge ist der -24C>T SNP an Position 14 innerhalb eines Hairpin 
Loops in der Nähe des 5’-Endes der ABCC2-mRNA lokalisiert, die Sekundärstruktur scheint 
sich aber nicht zu ändern. Weitere Untersuchungen müssen daher klären, ob 
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen beeinflusst werden und ob in Folge dessen, 
beispielsweise durch unterschiedliche mRNA-Stabilitäten, die differentielle Genexpression 
bedingt ist.  
Unklar ist derzeit, ob die Expression von ABCC2 in Abhängigkeit von -24C>T in 
unterschiedlichen Gewebetypen unterschiedlich ausgeprägt moduliert wird. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit erweitern insgesamt das Wissen um die Expression von Transportern im 
Nierenzellkarzinom, können aber auch Grundlage für künftige pharmakokinetische Studien 
sein. Da ABCC2 ein wichtiger Transporter konjugierter wie unkonjugierter Xenobiotika ist, 
ist zu prüfen, welchen Einfluss insbesondere der ABCC2 -24C>T SNP für die Elimination 
wichtiger Arzneistoffe, aber auch anderer Fremdstoffe, haben könnte. Dadurch könnte ein 
weiterer Beitrag zum Verständnis inter-individuell unterschiedlicher Bioverfügbarkeiten von 
Arzneistoffen, aber auch Fremdstoffen, geleistet werden. 
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Drug metabolizing enzymes and transporter proteins are crucial parameters for the 
bioavailability of xenobiotics. Due to their localisation in many organs and their broad 
spectrum of substrates, the ATP-binding transmembrane export transporters ABCB1 (MDR1, 
P-gP) and ABCC2 (MRP2) play an important role in elimination of endogenous and 
exogenous substances. Genetic polymorphisms may influence the activity of these proteins 
and might therefore, at least in part, contribute to the explanation of inter-individual 
variability of drug bioavailability, but also the inter-individual differing extent of toxicity of 
e.g. potential mutagenic contaminants. The aim of this thesis was to determine the mRNA and 
protein expression in non-tumorous and tumorous kidney cortex tissue. Additionally it was 
investigated whether genetic variants of the xenobiotic-eliminating transporters ABCB1 and 
ABCC2 are susceptibility factors for renal cell cancer, and, in this regard, if and how these 
polymorphisms affect the expression in-vivo and in-vitro.  
The genotype and haplotype distribution of the ABCB1 polymorphisms -2352G>A, -692T>C, 
2677G>T/A (Ala893Ser/Thr), 3435C>T, and the ABCC2 polymorphisms -24C>T, 1249G>A 
(Val417Ile) and 3972C>T were determined in a total of 82 renal cell carcinoma patients and 
164 healthy volunteers. The mRNA expression of both transporters in adjacent non-tumorous 
and tumorous tissue samples was estimated using Real-time PCR and the protein content by 
immuno-histochemistry. The functional impact of the ABCC2 5’-UTR SNP -24C>T was 
investigated in vitro performing reporter gene assays. Moreover, electrophoretic mobility shift 
assays were conducted in order to investigate DNA-protein-interactions in the 5’-untranslated 
region of ABCC2. Possible consequences for secondary mRNA structures were analyzed in 
silico. 
In this study, both, ABCB1 and ABCC2, were less expressed in tumourous cortex tissue than 
in normal tissue on mRNA, as well as on protein level. For ABCB1 the differences were more 
pronounced in clear cell carcinoma showing significantly lowered ABCB1 protein contents 
than the non-clear cell carcinomas, which exhibited similar ABCB1 expressions as the normal 
tissues. However, none of the investigated ABCB1 and ABCC2 polymorphisms were 
identified as risk factor for renal cell cancer.  
The ABCB1 2677G>T/A and 3435C>T polymorphisms exhibited a clear influence on the 
ABCB1 mRNA expression in the normal kidney cortex tissue. Carriers of the variant-alleles 
showed significant higher mRNA-expression than homozygote 2677G carriers (p=0.023) and 
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3435C allele carriers (p=0.043), respectively. Out of the ABCC2 variants investigated, 
ABCC2 -24C>T modulated significantly the mRNA expression in non-tumorous kidney 
cortex tissue. Homozygote -24C carriers bore 1.43 fold higher mRNA expressions than 
homozygote -24T-allele carriers (p=0.032). The functional impact of the ABCC2 -24C>T 
SNP was verified by reporter gene assay also in vitro. The wild-type vector construct 
exhibited a 1.23 fold higher luciferase activity than the vector construct containing the -24T-
allele (p=0.023). After performing electrophoretic mobility shift assays a specific but 
genotype-independent DNA-protein interaction could be observed. These results suggest a 
functional influence of the -24C>T SNP on the ABCC2 gene expression on post-
transcriptional level. 
According to in silico analyses, -24C>T is located at position 14 in a hairpin loop near the 5’-
end of the ABCC2 mRNA. Further studies should clarify if this SNP modulates post-
transcriptional control mechanisms or if the differential gene expression is caused e.g. by 
altered mRNA stability. 
Currently it is unclear, whether the influence of -24C>T on ABCC2 expression is 
differentially pronounced in different tissue types. The results of this study however may 
contribute to the knowledge on expression of ABC transporters in renal cell cancer, but may 
be considered as a basis of future pharmacokinetic studies. ABCC2 is an important transporter 
of conjugated and unconjugated drugs. Therefore the influence of particularly ABCC2  
-24C>T on the elimination of important drugs but also of xenobiotics should be investigated 
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